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1.1.1. Mechanismen der Kanzerogenese  
Ein  genau  reguliertes  Zusammenspiel  zwischen  Proliferation,  Differenzierung  und 
Zellerneuerung ist die Voraussetzung für die Homöostase in vielzelligen Organismen. Ein 
Verlust dieser genauen Regulation führt fast unvermeidlich zum Ausbruch hyperproliferativer 
Erkrankungen wie beispielsweise Krebs oder zu Erkrankungen, die mit massiver Gewebs- 
oder Organzerstörung einhergehen, wie z.B. rheumatoide Arthritis oder anderen Autoimmun-
erkrankungen.  
Neben einer Reihe umweltbedingter Faktoren wie z.B. Zigarettenrauch, UV-Licht-Exposition, 
ionisierende Strahlung, verschiedener Hormone und einiger Nahrungsmitteladditive [1] wird 
einigen Viren und Mikroorganismen eine bedeutsame Rolle bei der Entstehung von Tumoren 
zugewiesen. HIV infizierte Patienten besitzen ein hohes Risiko, an Karposi-Sarkomen oder B-
Zelllymphomen zu erkranken [2]. Eine kausale Verknüpfung besteht ebenfalls zwischen der 
Infektion mit dem Eppstein-Barr-Virus und dem Auftreten von Burkitt’s-Lymphomen sowie 
der Ansteckung mit dem Hepatitis B Virus und der Entwicklung hepatischer Karzinome [2, 
3]. In Patienten mit Karzinomen des Gastrointestinalbereichs konnte oftmals eine Infektion 
mit  dem  Bakterium  +HOLREDFWHU S\ORUL  detektiert  werden  [4].  Desweiteren  zeigt  sich  für 
bestimmte Krebsarten eine familiär erhöhte Inzidenz, was auf eine genetische Prädisposition 
für  das  Auftreten  einer  bestimmten  Tumor-auslösenden  Mutation  hindeutet.  Bekannte 
Beispiele  hierfür  sind  Mutationen  in  den  Genen  BRCA  1  und  BRCA  2  in  Familien  mit 
erhöhtem Brustkrebsrisiko und in den Genen DCC, FAP oder APC in Familien mit einer 
Veranlagung für das Auftreten von Kolonkarzinomen [5-7].  
Die maligne Transformation einer Zelle ist das Ergebnis einer sukzessiven Akkumulation von 
genetischen Defekten, zu denen unter anderem die Aktivierung von Proto-Onkogenen, die 
Unterdrückung  von  Tumorsuppressorgenen  sowie  die  Induktion  invasiver  Eigenschaften 
gehören. Dieser mehrstufige Prozess beinhaltet das Auftreten verschiedener Mutationen, Gen-
Amplifikationen und chromosomaler Translokationen innerhalb einer Zelle [8]. Molekulare 
Alterationen  betreffen  vor  allem  Gene,  die  in  verschiedenen  Signaltransduktionskaskaden 
involviert  sind,  die  zur  Zellzykluskontrolle  beitragen  und  die  Tumorinvasivität  und 
Tumorimmunität steuern. Im Verlauf der Tumorgenese in einer Zelle werden sie unabhängig 
voneinander  akquiriert  [9].  Der  transformierte  Phänotyp  einer  Tumorzelle  ist  in  seinem   1. Einleitung 
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finalen Stadium dadurch charakterisiert, dass die Zellproliferation völlig dereguliert ist, Zell-
Zell-Wechselwirkungen  und  die  zelluläre  Morphologie  stark  verändert  sind,  sich  Zellen 
unkontrolliert  teilen  können  und  darüber  hinaus  in  der  Lage  sind,  sich  aus  dem 
Gewebeverband zu lösen, um in andere Gewebe zur Bildung von Metastasen einzuwandern 
[9].  Das  Wachstum  von  Tumorzellen  hängt  fundamental  von  verstärkten  Proliferations-
signalen ab, mit Hilfe derer sich Tumorzellen Wachstumsvorteile gegenüber anderen Zellen 
verschaffen.  Die  Überexpression  von  Wachstumsfaktorrezeptoren  wie  z.B.  Her-2  ist  ein 
bekanntes Beispiel wie sich Tumorzellen auf molekularer Ebene solche Wachstumsvorteile 
verschaffen [10]. Ras und Raf als integrale Bestandteile des MAP-Kinase Signalwegs sind 
zwei weitere Beispiele für Proto-Onkogene der mitogenen Signaltransduktion [11].  
 
.UHEVXQG$SRSWRVH
Im  Laufe der  malignen Transformation  müssen Tumorzellen  unter  Bedingungen niedriger 
Sauerstoff-  und  Nährstoffversorgung  überleben.  Solche  Bedingungen  führen  in  normalen 
Geweben  zur  Induktion  von  Apoptose,  um  veränderte  und  damit  für  den  Organismus 
potentiell  gefährliche  Zellen  zu  eliminieren.  Tumorzellen  müssen  daher  molekulare 
Mechanismen  entwickeln,  um  diesen  apoptotischen  Stimuli  entgegenzuwirken,  damit  sie 
unter solchen Bedingungen wachsen  und solide Tumore bilden  können.  Als  erstes Proto-
Onkogen, das nicht-proliferative Signalwege modifiziert sondern Überleben der Zelle durch 
Blockade  von  Apoptose  vermittelt,  wurde  Bcl-2  aus  einer  humanen  Leukämie  Zelllinie 
isoliert [12]. Mittlerweile konnten der Bcl-2-Familie 15 Proteine zugeordnet werden. Einige 
dieser Proteine können nach Insertion in die mitochondriale Membran Apoptose verhindern 
(z.B.  Bcl-2, Bcl-xL)  oder auch auslösen (z.B.  Bax,  Bcl-xS). Bei der  Analyse von  Primär-
tumoren zeigte sich, dass in einigen Tumortypen die beiden anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 
und Bcl-xL stärker exprimiert werden und somit das Auftreten von Apoptose verhindert wird. 
Für verschiedene Formen von Kolonkarzinomen und hematopoetischen Entartungen konnte 
darüber hinaus gezeigt werden, dass auch die Inaktivierung des pro-apoptotischen Proteins 
Bax ein möglicher Mechanismus der Verhinderung von Apoptose ist [12].  
Als erstes Tumorsuppressorgen wurde p53 mit Apoptose in Verbindung gebracht. Mutationen 
im p53-Gen konnten in einer Reihe humaner Tumore detektiert werden und gehen meist mit 
einer  sehr  schlechten  Prognose  und  schlechtem  Ansprechen  auf  Chemotherapie  beim 
Patienten einher. Neben seiner Funktion in der Kontrolle des Zellzyklus und der Erhaltung der 
genomischen  Integrität  nach  DNA-Schäden  induziert  p53  unter  bestimmten  Bedingungen 
(z.B. bei zu starker genotoxischer Schädigung) auch Apoptose [12]. Mutationen im p53-Gen 
stellen also einen weiteren Mechanismus der Verhinderung von Apoptose dar. Darüber hinaus   1. Einleitung 
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konnten Mutationen in weiteren Tumor-relevanten Genen nachgewiesen werden, die ebenfalls 
das Auftreten von Apoptose unterdrücken. So wurden Veränderungen im Expressionsmuster 
des Fas/CD95-Rezeptors entdeckt, die zur Entartung von Zellen des Immunsystems führen 
[12]. Der PI3-Kinase-abhängige Signaltransduktionsweg ist ein weiterer wichtiger Mediator 
zur  Vermittlung  zellulären  Überlebens  und  zur  Regulation  von  Apoptose.  Die 
Protein/Lipidphosphatase  PTEN  wurde  als  Tumorsuppressorgen  identifiziert  und  ist  als 
Gegenspieler der PI3-Kinase in einer Reihe von Tumoren mutiert und/oder deletiert, was unter 
anderem zu einer verstärkten Aktivierung der anti-apoptotisch wirksamen PKB/Akt-Kinase 
führt [13, 14]. Insgesamt verdeutlichen diese Entdeckungen, dass die Mechanismen, die den 
programmierten  Zelltod  unterbinden,  ebenso  wichtig  für  die  Entstehung  onkologischer 
Erkrankungen sind wie die Aktivierung von Wachstumssignalkaskaden. 
 
1.1.2. Therapeutische Implikationen 
Neben der operativen Entfernung (sofern möglich) und der Bestrahlung des Tumors stellt die 
Chemotherapie eine wichtige und in vielen Fällen erfolgreiche therapeutische Option für den 
Tumorpatienten  dar.  Sowohl  Bestrahlungs-  als  auch  Chemotherapie  weisen  erhebliche 
Nebenwirkungen  für  den  Patienten  auf  und  sind  wenig  selektiv  bzw.  spezifisch.  Bei 
operativer Entfernung des kompletten Tumors aber auch bei Bestrahlung des Tumors müssen 
oftmals schwere Schädigungen an gesundem Gewebe hingenommen werden. Praktisch alle 
etablierten Chemotherapeutika üben ihre zytotoxische Wirkung bevorzugt auf proliferierende 
Zellen  über  die  Induktion  von  Apoptose  aus,  unabhängig  von  ihrem  eigentlichen 
Wirkmechanismus oder der molekularen Zielstruktur [15]. Neben der erwünschten Wirkung 
an  proliferierenden  Tumorzellen  weisen  alle  Zytostatika  mehr  oder  weniger  starke 
Nebenwirkungen  an  sich  ständig  regenerierenden  Geweben  wie  z.B.  dem  blutbildenden 
Gewebe  (Leuko-  bzw.  Thrombopenien),  der  Knochenhaut  (Aplasie),  der  intestinalen 
Schleimhaut (Mukositis) und den Haarzellen (Alopezie) auf. Zudem kann es zur Schädigung 
von  Eliminationsorganen  (Leber,  Niere)  und  zu  charakteristischen  Substanzklasse-
spezifischen  Nebenwirkungen  wie  z.B.  Neuropathie  durch  Vinca-Alkaloide  und  andere 
Spindelgifte,  Herzinsuffizienz  durch  Anthracycline  oder  Ototoxizität  von  Platinderivaten 
kommen [15].  
Die Art der Behandlung ist abhängig von Typus und Größe des Tumors, der Krankheits-
progression  und  dem  allgemeinen  Gesundheitszustand  des  Patienten.  Bei  Patienten  mit 
besonders schlechter Prognose wird oftmals auf eine sehr aggressive Therapie verzichtet, um 
zumindest  die  Lebensqualität  des  Patienten  nicht  noch  weiter  einzuschränken.  Allgemein 
muss  zwischen  adjuvanter  und  palliativer  Therapie  unterschieden  werden.  Die  adjuvante   1. Einleitung 
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Therapie hat eine vollständige Heilung und somit die Abtötung aller entarteter Zellen zum 
Ziel  und  ist  beispielsweise  bei  kindlichen  Tumoren,  Lymphomen,  akuten  lymphatischen 
Leukämien, Morbus Hodgkin, Hodentumoren sowie seit einiger Zeit auch bei Osteosarkomen 
möglich  [15]. Das Behandlungsziel  der palliativen Therapie besteht in der  Linderung der 
Beschwerden, der Lebensverlängerung und/oder der Verbesserung der Lebensqualität. Bei der 
Mehrzahl der soliden Tumore, z.B. Bronchial-, Pankreas-, Mamma- oder Ovarialkarzinomen, 
ist der therapeutische Erfolg häufig sehr unbefriedigend und klinisch kann oft lediglich eine 
längerfristige Remission erzielt werden. Die unvollständig entfernte Tumormasse kann sich 
erneut vermehren und zum Rezidiv führen [15]. Bei der Kombination von Chemotherapie mit 
Bestrahlung  bzw.  Operation  wird  zwischen  adjuvanter  und  neo-adjuvanter  Chemotherapie 
unterschieden. Bei der adjuvanten Chemotherapie werden Zytostatika im Anschluss an eine 
Operation oder Bestrahlung zur Behandlung von Mikrometastasen und Tumorresten gegeben. 
Die  neo-adjuvante  Chemotherapie  dient  zur  Schädigung  des  Tumors  und  seiner 
Verkleinerung vor der Operation bzw. Bestrahlung.  
Chemotherapeutika  können  in  Abhängigkeit  von  ihrem  Wirkmechanismus  klassifiziert 
werden. Alkylierende Zytostatika wie Melphalan, Ifosphamid oder Cyclophosphamid wirken 
Zellzyklus-unabhängig  vor  allem  durch  Alkylierung  von  Nucleinsäuren.  Nach  ihrer 
metabolischen  Aktivierung  zu  Carbokationen  quervernetzen  sie  u.a.  DNA-Stränge  und 
verhindern  so  die  Replikation  und  Transkription.  Einen  ähnlichen  Mechanismus  weisen 
Platinderivate wie Cis Platin oder Carboplatin auf, die intrazellulär einen elektrophilen Aquo-
Komplex bilden und dann ebenfalls DNA-Stränge vernetzen können. Antimetaboliten wie 5-
Fluorouracil  verdrängen  natürliche  Stoffwechselbausteine  und  werden  in  DNA  (pulsatile 
Gabe) oder RNA (kontinuierliche Gabe) inkorporiert, wodurch Stoffwechsel und Zellteilung 
gestört werden. Natürlich vorkommende Antibiotika wie Mitoxantron oder das Anthracyclin 
Doxorubicin interkalieren in die DNA, verhindern somit die Transkription und sorgen für 
DNA-Strangbrüche. Bereits vor Interkalation in die DNA hemmen diese beiden Substanzen in 
niedrigen Konzentrationen ähnlich wie Etoposid das Enzym Topoisomerase II, was ebenfalls 
zu DNA-Strangbrüchen führt. Eine weitere Klasse der Topoisomerase I Hemmstoffe bilden 
die Derivate des Alkaloids Camptothecin. Pflanzenalkaloide wie Vincristin oder Paclitaxel 
(Taxol)  blockieren  das  Fortschreiten  des  Zellzyklus  und  der  Mitose,  indem  sie  die 
Mikrotubuli  des  Spindelapparates  destabilisieren  (Vincristin)  bzw.  übermäßig  stabilisieren 
(Taxol) [15]. 
Etwa  60%  aller  chemotherapeutisch  behandelten  Tumore  weisen  bereits  eine  intrinsische 
Chemoresistenz  auf,  während  40%  der  Tumore  Chemoresistenz  im  Laufe  einer  Therapie   1. Einleitung 
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akquirieren.  Falls  nach  einer  chirurgischen  Entfernung  noch  Resttumormasse  im  Körper 
verbleibt,  stellt  die  Chemoresistenz  das  größte  Hindernis  in  der  erfolgreichen  Tumor-
behandlung  für  den  Patienten  dar.  Obwohl  bereits  einige  Mechanismen,  die  zu 
Chemoresistenz  führen,  molekularbiologisch  beschrieben  sind,  werden  nur  wenige  dieser 
Mechanismen auch tatsächlich in der Klinik beobachtet [16]. Neben der Überexpression des 
MDR („Multi-Drug-Resistance“) Transportergens und der enzymatischen Inaktivierung des 
Zytostatikums  (z.B.  durch  Glutathion-S-Transferasen)  ist  die  Unterdrückung  apoptotischer 
Stimuli  der  meist  verbreitete  Mechanismus,  mit  Hilfe  dessen  sich  Tumorzellen  der 
zytotoxischen Wirkung von Standard-Chemotherapeutika entziehen [17, 12]. Hierbei zeigen 
sich  deutliche  Zusammenhänge  zwischen  den  genetischen  Alterationen  innerhalb  einer 
Krebszelle und der Resistenz-Bildung. So aktivieren viele Agentien beispielsweise p53. Ein 
Verlust von funktionalem p53 durch Mutationen oder Deletionen - wie in vielen Tumorzellen 
zu beobachten - erschwert daher massiv die therapeutische Wirkung von p53-aktivierenden 
Substanzen  [12].  Neben  der  Resistenzbildung  durch  erhöhte  Expression  des  anti-
apoptotischen  Proteins  Bcl-2  und  Desensitivierung  durch  verringerte  Expression  des  pro-
apoptotischen Proteins Bax wurde in chemoresistenten Zellen die verstärkte Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors  NF-kB,  der  zelluläre  Überlebenssignale  vermittelt,  beobachtet  [12]. 
Auch  eine  stärkere  Aktivierung  des  PI3-Kinase-Signalwegs  und  die  damit  einhergehende 
erhöhte Aktivität der anti-apoptotisch wirksamen Kinase PKB/Akt wurde als Mechanismus 
zur Ausbildung von Chemoresistenz beschrieben [18, 19]. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist 
anzunehmen,  dass  die  Wiederherstellung  apoptotischer  Wirkmechanismen  oder  die 
Unterdrückung  anti-apoptotischer  Signalwege  zusammen  mit  dem  Einsatz  konventioneller 
Chemotherapie den therapeutischen Nutzen für den Patienten signifikant verbessern könnte.  
Seit  einigen  Jahren  besteht  in  der  Tumortherapie  die  Tendenz,  das  gewachsene 
mechanistische  Verständnis  zu  nutzen,  um  Zielmolekül-orientiert  wirkende  Substanzen  zu 
identifizieren,  die  selektiv  in  bestimmte  Signalwege  eingreifen  [153].  Dabei  wird  davon 
ausgegangen,  dass  potente  und  spezifische  Inhibitoren  dieser  Zielmoleküle  als 
Einzelkomponenten nicht unbedingt eine zytostatische oder zytotoxische Aktivität aufweisen. 
Allein  in  Kombination  mit  konventioneller  Chemotherapie  können  solche  Inhibitoren  ihr 
therapeutisches Potential entfalten, indem sie beispielsweise Wachstumssignale unterdrücken 
oder Tumorzellen gegenüber apoptotischen Stimuli hervorgerufen durch Chemotherapeutika 
resensitivieren und somit zu einer effizienten Tumorregression führen [153]. Eine Steigerung 
der  therapeutischen  Effizienz  ließe  sich  somit  nicht  allein  durch  Erhöhung  der  Dosis  auf 
toxische  Konzentrationen  erreichen,  sondern  die  selbe  therapeutische  Wirksamkeit  könnte   1. Einleitung 
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durch  Verabreichung  niedrigerer  Dosen  Chemotherapeutika  bewirkt  und  damit  die 




Der  erste  Teil  dieser  Promotionsarbeit  umfasste  die  Etablierung  eines  Testsystems  zur 
Wirkstofffindung spezifischer Inhibitoren der Ras-Raf-Interaktion. In einer Vielzahl maligner 
Transformationen  spielt  die  Deregulation  der  Ras-Signalkaskade  eine  bedeutende  Rolle, 
wobei der Protein-Protein-Interaktion zwischen Ras und Raf eine Schlüsselfunktion in der 
Aktivierung  dieses  mitogenen  Signalwegs  zukommt  [20,  37].  Mit  Sulindac  Sulfid  konnte 
bereits  eine  Substanz  gefunden  werden,  die  u.a.  als  Inhibitor  dieser  Protein-Protein-
Interaktion fungiert und somit potentiell die Ras-induzierte Transformation von Tumorzellen 
verhindern kann [43, 161]. Zur Validierung des Testsystems wurde das Proteinpaar Activin-
1B-R/FKBP12 ausgewählt, da es sich zum einen um eine sehr starke, gut charakterisierte 
Protein-Protein-Interaktion handelt und zum anderen  mit FK506  ein  spezifischer Inhibitor 
dieser Interaktion existiert. Mit Hilfe dieses Interaktionspaares sollte die Spezifität der b-
Galactosidase-Komplementation  überprüft  und  so  die  Funktionalität  des  Systems  bestätigt 
werden. 

1.2.1. Mitogener Signalweg 
Ein entscheidender Schritt der Tumorgenese liegt darin, dass Krebszellen in der Lage sind, 
übermäßig  stark  zu  proliferieren  und  sich  somit  Wachstumsvorteile  gegenüber  nicht-
transformierten  Zellen  verschaffen.  Bei  der  Regulation  von  Zellwachstum  und  Zell-
differenzierung spielen mitogene Signalwege eine entscheidende Rolle [20, 21]. Eine Vielzahl 
von Genen, die der Vermittlung und Regulation von Wachstumssignalen dienen, konnten als 
Proto-Onkogene identifiziert werden [21-23]. Eine der am besten untersuchten proliferativen 
Signaltransduktionskaskaden ist der sogenannte MAP-Kinase Signalweg, der in Abbildung 1-
1 dargestellt ist [24, 25].  
Rezeptortyrosinkinasen  (RTK)  -  wie  beispielsweise  der  EGF-  oder  PDGF-Rezeptor  - 
dimerisieren  nach  Ligandenbindung  und  werden  infolgedessen  an  spezifischen  Tyrosin-
Resten autophosphoryliert. An die neu generierten Phospho-Tyrosin-Reste der RTKs lagern 
sich nun die Adaptermoleküle Shc, GRB2 sowie SOS an und sorgen so für die Rekrutierung 
des  Proto-Onkogens  Ras  an  die  Zellmembran.  Die  Verankerung  des  Ras-Proteins  in  der   1. Einleitung 
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Membran  erfolgt  durch  den  kovalent  verknüpften  Prenyl-Rest.  Ras  ist  eine  monomere 
GTPase, die im GTP-gebundenen Zustand aktiv und im GTP-ungebundenen Zustand inaktiv 



























































































$EE 0$3.LQDVH 6LJQDOZHJ  Nach  Bindung  des  Liganden  dimerisieren Rezeptortyrosinkinasen  und 
werden autophosphoryliert. Ras fungiert als Schalter zwischen den an phosphorylierten Tyrosin-
Resten  gebundenen  Adaptermolekülen  und  einer  nachgeschalteten  Signalkaskade  verschiedener 
Serin-/Threonin-Kinasen, die schließlich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und somit zur 
Transkription von mitogenen Genen führt [24, 25]. 
 
 
Abbildung  1-2  zeigt  die  Regulation  der  Aktivität  von  Ras.  Unter  Vermittlung  von 
sogenannten „Guanine Nucleotide Release Proteins“ (GNRPs) wird Ras durch den Austausch 
von  GTP  zu  GDP  aktiviert.  Die  Hydrolyse  des  GTP  wird  durch  „GTPase  aktivierende 
Proteine“ (GAPs) vermittelt, wobei Ras erneut in seinen inaktiven Zustand übergeht. Durch 
die  GTP-Bindung  kommt  es  zu  einer  starken  Konformationsänderung,  wodurch  Ras  mit 
seinen  nachgeschalteten  Interaktionspartnern  wechselwirken  kann  [26].  Die  Signal-
weiterleitung erfolgt über eine Kaskade verschiedener Serin-/Threonin-Kinasen. Die Kinase 
Raf-1  wird  durch  Interaktion  mit  Ras  aktiviert  und  phosphoryliert  MEK-1  oder  MEK-2 
Kinase, die nun ihrerseits ERK-1 bzw. ERK-2 sowohl an Serin-/Threonin- als auch Tyrosin-
Resten phosphoryliert. Phosphorylierte ERK Kinase kann in den Zellkern translozieren und 
dort  ihre  Zielproteine,  z.B.  den  Transkriptionsfaktor  Elk-1,  phosphorylieren  und  die 
Transkription von Genen aktivieren [24].  
Bei der Interaktion von Ras und Raf handelt es sich um den zentralen Schalter zwischen 
einem  kurzfristigen  Signal,  das  durch  Tyrosin-Phosphorylierung  des  Wachstumsfaktor-
rezeptors  und  anschließender  Aktivierung  von  Ras  hervorgerufen  wird  und  einer 
nachgeschalteten  Signalkaskade,  die  über  länger  anhaltende  Serin-/Threonin-Phosphory-
lierung die Transkription von Genen aktiviert. Nach ihrer Entdeckung wurde dieser Protein-  1. Einleitung 
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Protein-Interaktion  schnell  eine  bedeutende  Rolle  in  der  zellulären  Transformation 
zugewiesen  [27-30].  Mittlerweile  wurden  drei  humane  Ras  Gene  (H-,  N-  und  K-  Ras) 
identifiziert, die jeweils für eine 21kDa GTPase von 188-189 Aminosäuren kodieren [25]. 
Durch die Mutationen der  Aminosäuren 12, 13 bzw. 61  entstehen Ras-Proteine  mit stark 
transformierendem Potential, da diese Proteine nur sehr eingeschränkt in der Lage sind, GTP 






























































$EE 5HJXODWLRQ GHU $NWLYLWlW YRQ 5DV GTPase aktivierende Proteine (GAPs) hemmen die Aktivität 
von Ras, indem sie das Protein dazu stimulieren, das gebundene GTP zu hydrolysieren. Guanine 
Nucleotide Release Proteins (GNRPs) aktivieren Ras, da sie die Freisetzung von GDP fördern [26]. 
 
 
Raf-1  ist  eine  Serin-/Threonin-Kinase,  die  aus  zwei  funktionalen  Domänen  besteht:  Die  
N-terminale  regulatorische  Domäne  unterdrückt  die  Funktion  der  C-terminalen  Kinase 
Domäne  [31].  Die  Aktivität  von  Raf-1  wird  zum  einen  durch  Hyperphosphorylierung 
gesteuert, zum anderen weist Raf-1 sowohl im inaktiven als auch im aktiven Zustand eine 
starke Interaktion mit 14-3-3-Proteinen auf [25, 31]. Im inaktiven Zustand verdecken diese 
eine Ras-Bindestelle und stabilisieren so die inaktive Konformation. Nach Hyperphosphory-
lierung können 14-3-3 Proteine aber auch die aktive Form von Raf-1 stabilisieren und die 
Inaktivierung  von  Raf-1  durch  Phosphatasen  verhindern  [30-32].  Die  Stabilität  und  die 
korrekte Lokalisation von Raf-1 wird durch eine sehr feste Assoziation mit den Chaperonen 
Hsp90 und p50 vermittelt [31]. Bis jetzt konnten drei verschiedene Isoenzyme von Raf - Raf-
1, A-Raf und B-Raf - gefunden werden, die in verschiedenen Organen unterschiedlich stark 
exprimiert  werden  [33].  Sie  besitzen  eine  gemeinsame,  hoch  konservierte  Struktur  der 
regulatorischen und der Kinase-Domäne, unterscheiden sich jedoch in ihrem zur Aktivierung 
notwendigen Phosphorylierungsmuster und ihrer Ras-Bindungsaffinität [33]. 
Entscheidend für die Aktivierung von Raf-1 ist die direkte Interaktion mit Ras, wie sie in 
Abbildung 1-3 dargestellt ist. Hierbei handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, wobei 
die  Aktivierung  durch  direkte  Protein-Protein-Interaktionen  zwischen  verschiedenen  Ras-
Domänen mit zwei Raf-1-Domänen erfolgt [34, 35]. Die Membranassoziation von Raf-1 wird 
durch Wechselwirkung von Ras mit der ersten Ras-Bindestelle (Raf-1 Aminosäuren 55-131)   1. Einleitung 
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vermittelt. Die Interaktion der zweiten Ras-Bindestelle in der Cystein-reichen Domäne von 
Raf-1 ist für die vollständige Aktivierung von Raf-1 nötig [25]. Ein wichtiger Co-Faktor bei 
der Aktivierung von Raf-1 ist das anionische Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS), 
das die Bindung von Ras an die zweite Ras-Bindestelle vermittelt, indem es die Interaktion 
des 14-3-3 Proteins mit der zweiten Ras-Bindestelle ersetzt. Die vollständige Aktivierung von 
Raf-1 erfolgt nun durch Phosphorylierung an verschiedenen Serin-, Threonin- und Tyrosin-
























































































$EE 5DV YHUPLWWHOWH $NWLYLHUXQJ YRQ 5DI Durch die GTP-Bindung von  Ras  kommt  es zu einer 
starken Konformationsänderung, die die Translokation von Raf-1 an die Membran vermittelt. Die 
Ras-Raf-1-Interaktion  erfolgt  über  zwei  Domänen.  Raf-1  ist  sowohl  im  inaktiven  als  auch  im 
aktiven Zustand an die beiden Chaperone Hsp90 und p50 sowie ein 14-3-3 Protein gebunden, die 
beide Konformationen stabilisieren. Das Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS) bindet im 
aktiven Zustand an das 14-3-3-Protein und ermöglicht so die Bindung von Ras an die zweite Ras-
Bindestelle  von  Raf-1.  Zur  vollständigen  Aktivierung  wird  Raf-1  durch  verschiedene  Kinasen 
sowohl an Serin-/Threonin- als auch Tyrosin-Resten hyperphosphoryliert [25]. 
 
 
Neben der Interaktion mit Raf wechselwirkt aktiviertes Ras im GTP-gebundenen Zustand mit 
weiteren  Proteinen,  wobei  diese  ihrerseits  Signalkaskaden  aktivieren  und  somit 
verschiedenste  biologische  Funktionen  erfüllen.  So  konnten  u.a.  Wechselwirkungen  mit 
weiteren  Serin-/Threonin-Kinasen  (MEKK-1,  PKC-  GHQ 5DV *$3V S
GAP  und 
Neurofibromin  (NF1),  verschiedenen  p110-Untereinheiten  der  PI3-Kinase  sowie  den 
RalGNRPs RalDGS, RGL/Rsb2 und RGL2/Rfl nachgewiesen werden [36]. Die Aktivierung 
von Ras löst also ein vielfältiges Spektrum zellulärer Antworten aus.  
Verschiedene  Mitglieder  der  Ras  Überfamilie  besitzen  funktionelle  Bedeutung  bei  der 
Kontrolle  von  Proliferation,  Zelldifferenzierung,  Apoptose  und  der  Organisation  des 
Zytoskeletts. Somit ist es nicht verwunderlich, dass 30% aller Tumore Mutationen in einem 
Ras-Gen aufweisen [20, 37]. Daher werden momentan starke Anstrengungen zur Auffindung 
selektiv  wirksamer  Substanzen,  die  Ras-abhängige  Signalwege  blockieren,  unternommen. 
Eine  relativ  gut  untersuchte  Substanzklasse  umfasst  Inhibitoren  des  Enzyms  Protein-  1. Einleitung 
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Farnesyltransferase,  die  die  Zellproliferation  insbesondere  von  malignen  Zellen  dadurch 
verhindern, dass Mitglieder der Ras-Überfamilie (Ras, RhoB) nicht isoprenyliert und somit 
nicht  in  die  Membran  integriert  und  aktiviert  werden  können  [38-40].  Ebenfalls  zur 
Auffindung von Inhibitoren der mitogenen Signalkaskade wurde ein Testsystem entwickelt, 
mit dem sich Hemmstoffe der Kinasen Raf-1, MEK1 und ERK2 detektieren lassen [41]. Die 
Wirksamkeit  solcher  Inhibitoren  konnte  kürzlich  LQ YLYR  gezeigt  werden.  Durch  die 
Verabreichung  eines  oral  verfügbaren  MEK-Kinasehemmstoffs  konnte  in  Mäusen  das 
Wachstum  von  Kolon-Karzinom-Zelllinien  um  80%  verringert  werden  [42].  Ein  weiterer 
Ansatzpunkt  zur  Unterbrechung  mitogener  Signale  liegt  in  der  Verhinderung  der 
Wechselwirkung zwischen Ras und Raf. Ein solcher Protein-Protein-Interaktionshemmstoff 
wurde mit der anti-inflammatorisch wirksamen Substanz Sulindac identifiziert [43]. Diese 
nicht-steroidale  Substanz  wird  im  Körper  zum  Sulfid  und  zum  Sulfon  metabolisiert  und 
besitzt als solche anti-tumorale Wirkung [43, 44]. Sulindac Sulfid bindet direkt an Ras und 
verhindert so die Wechselwirkung mit Raf. Darüber hinaus verhindert es die Anlagerung von 
CDC25 und p120
GAP, die für den Nucleotid-Austausch bzw. die Beschleunigung der GTP-
Hydrolyse verantwortlich sind [43]. Sulindac gehört zur Klasse der nicht-steroidalen anti-
inflammatorischen Substanzen und besitzt über seine Eigenschaft als Ras-Raf-Interaktions-
hemmstoff hinaus noch eine Reihe weiterer Wirkungen und somit auch Nebenwirkungen, 
indem  sie  u.a.  in  den  Arachidonsäure-Stoffwechsel  und  somit  die  Prostaglandinsynthese 
eingreift.  Insgesamt  zeigen  diese  Ergebnisse,  dass  die  Auffindung  von  Hemmstoffen  der 
mitogenen Signalkaskade ein innovativer Ansatz für eine selektive Tumortherapie sein kann.  
 
1.2.2. Activin-Rezeptor Signalweg 
Bei der Familie der TGF- -Rezeptoren handelt es sich um membranständige Rezeptoren mit 
Serin-/Threonin-Kinaseaktiviät  [45-47].  Wie  in  Abbildung  1-4  dargestellt,  besteht  ein 
Rezeptor aus einem Heterodimer einer Untereinheit der Klasse I und einer Untereinheit der 
Klasse  II,  die  sich  strukturell  deutlich  voneinander  unterscheiden  [47].  Die  Rezeptor-
Untereinheit  der  Klasse  II  sorgt  für  die  Spezifität  der  Ligandenbindung  und  interagiert 
selektiv mit bestimmten Klasse I-Untereinheiten, während die Untereinheit der Klasse I nach 
erfolgter  Bindung  des  Liganden  für  die  Signalweiterleitung  verantwortlich  ist  [45].  Nach 
Ligandenbindung  rekrutiert  der  Klasse  II-Rezeptor  einen  Rezeptor  der  Klasse  I  und 
transphosphoryliert  diesen.  Die  intrazelluläre  Signalweiterleitung  erfolgt  mittels  der 
Phosphorylierung  von  Smad-Proteinen  durch  den  im  aktivierten  Komplex  befindlichen 
Rezeptor  der  Klasse  I  [48,  49].  Abhängig  davon,  welcher  Ligand  an  die  entsprechende 
Isoform des Rezeptors gebunden hat, werden die Proteine Smad 1, 5 oder 8 (Ligand: BMP,   1. Einleitung 
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„bone morphogenic protein“) bzw. 2 oder 3 (Ligand: TGF-  $FWLYLQ SKRVSKRU\OLHUW >@
Das phosphorylierte Smad-Protein ist nun in der Lage, mit Smad 4 ein Heterodimer zu bilden. 
Dieses  kann  in  den  Kern  translozieren  und  dort  durch  direkte  DNA-Bindung  als 
Transkriptionsfaktor  fungieren  [48].  Die  Smad-Proteine  6  und  7  besitzen  inhibitorische 
Funktion.  Sie  können  an  Rezeptoren  der  Klasse  I  binden  und  so  die  Anlagerung  von 
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$EE 7*)  6LJQDOZHJ Nach Bindung eines Liganden an einen Rezeptor der Klasse II kommt es zur 
Heterodimerisierung mit einem Rezeptor der Klasse I, der infolgedessen transphosphoryliert wird. 
Liganden-spezifisch  werden  nun  Smad-Proteine  phosphoryliert,  die  wiederum  mit  Smad  4 




Bislang konnten jeweils ein TGF- -5H]HSWRUGHU.ODVVH,XQG,,7 5-,E]Z7 5-II) sowie 
jeweils zwei Activin-Rezeptoren der Klasse I (ActR-I und IB) bzw. der Klasse II (ActR-II 
und IIB) identifiziert werden [47, 48]. Als Liganden dienen die Zytokine TGF-  und Activin, 
der Activin-Antagonist Inhibin, sowie verschiedene „bone morphogenetic Proteins“ (BMPs) 
[46].  Bei  den  drei  Zytokinen  handelt  es  sich  um  dimere  Polypeptide  von  etwa  80 
Aminosäuren,  die  über  mindestens  eine  Disulfidbrücke  miteinander  verbunden  sind.  Sie 
entstehen durch die homo- und heterodimere Kombinationen von mindestens drei (TGF- -
 -  E]Z ]ZHL $FWLYLQ-  XQG -  QDKH YHUZDQGWHQ *HQSURGXNWHQ >@ 7*)- 
inhibiert die Zellproliferation, vermittelt die Bildung extrazellulärer Matrix und reguliert die 
Zelldifferenzierung. Activin reguliert die Proliferation und Differenzierung endokriner Zellen 
des  reproduktiven  Systems  und  ist  in  der  embryonalen  Entwicklung  bedeutsam  [46,  47]. 
Inhibin antagonisiert und blockiert die Wirkung von Activin, indem es mit Activin um die 
selbe Bindungsstelle an Activin-Rezeptoren konkurriert. So vermittelt Activin beispielsweise 
die  Synthese  und  Freisetzung  von  FSH  („Follikel-stimulierendes  Hormon“)  aus  der   1. Einleitung 
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Hypophyse,  während  Inhibin  sowohl  die  Synthese  als  auch  die  Freisetzung  von  FSH 
verhindert [45]. 
Einige Rezeptoren der Klasse I können mit dem zytoplasmatischen Immunophilin FKBP12 
(„FK506 binding protein 12“) interagieren [50-52]. FKBP12 bindet an den Liganden-freien 
Rezeptor  der  Klasse  I  und  wird  nach  erfolgter  Ligandenbindung  während  der  Hetero-
dimerisierung mit dem Klasse II -Rezeptor und der Transphosphorylierung wieder freigesetzt 
[51]. Die genaue physiologische Funktion von FKBP12 ist nicht bekannt, FKBP12 scheint 
jedoch  ein  negativer  Regulator  des  TGF- -Rezeptor-Signalwegs  zu  sein.  Eine  mögliche 
Wirkweise  könnte  die  Rekrutierung  inhibitorisch  wirksamer  Proteine  an  den  Klasse  I  -
Rezeptor durch FKBP12 sein [51]. Zum anderen stabilisiert FKBP12 durch Bindung an die 
regulatorische  Domäne die  inaktive  Konformation  der  Kinasedomäne  und  verhindert  eine 
Transphosphorylierung ohne Ligandenbindung [52]. FKBP12 spielt darüber hinaus bei der 
Vermittlung der immunsuppressiven Wirkung von FK506 eine entscheidende Rolle [51, 53]. 
Nach  Bindung  an  FKBP12  verhindert  FK506  die  Interaktion  von  FKBP12  mit  seinen 
physiologischen Bindungspartnern [50, 53]. FK506 ist also ähnlich wie Sulindac Sulfid ein 
direkter Inhibitor von Protein-Protein-Interaktionen.  
 
1.2.3. Testsysteme zur Darstellung von Protein-Protein-Interaktionen 
Spezifische  Interaktionen  zwischen  Proteinen  sind  die  Basis  von  vielen  essentiellen 
biologischen Prozessen in Säugetierzellen. So bestehen zum Beispiel die Signalkaskaden, die 
zu Zellwachstum bzw. zur Zellteilung führen, aus einer hierarchischen Reihe von Protein-
Protein-Interaktionen. Um das Netzwerk der Proteininteraktionen zu entschlüsseln, wurden 
verschiedene  Techniken  wie  z.B.  Co-Immunpräzipitation  (Fällung  von  Proteinkomplexen 
mittels Antikörper), Quervernetzung von zwei interagierenden Proteinen mit anschließender 
Reinigung und Sequenzierung der Proteine oder das Yeast two-hybrid System entwickelt. 
Letzteres  basiert  auf  der  transkriptionellen  Aktivierung  eines  Reportergens  durch  die 
Wechselwirkung  zweier  Fusionsproteine  bestehend  aus  einem  potentiell  interagierenden 
Proteinpaar,  das  mit  einer  DNA-Bindedomäne  bzw.  einer  Transkriptions-aktivierenden 
Domäne fusioniert ist [54-56]. So können zum einen neue Protein-Protein-Interaktionen unter 
Benutzung  von  cDNA-Bänken  entdeckt  werden,  zum  anderen  ist  es  möglich,  Inhibitoren 
einer bestimmten Protein-Protein-Interaktion zu detektieren [55]. Nachteile des Yeast two-
hybrid  Systems  liegen  darin,  dass  dieses  nicht  in  Säugerzellen  sondern  ausschließlich  in 
Hefen angewendet werden kann, dass die Transkription eines Reportergens nur eine indirekte 
Detektionsmethode  darstellt  und  dass  die  Fusionsproteine  in  den  Kern  gelangen  müssen, 
weshalb eine Verwendung von Membran-ständigen Proteinen nur sehr eingeschränkt machbar   1. Einleitung 
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ist  [54].  Ein  Ansatz  zur  LQ YLWUR  Detektion  einer  großen  Anzahl  von  Protein-Protein-
Interaktionen bietet der „Universal Protein Array“ (UPA) [57]. Hierbei werden verschiedene 
aufgereinigte Proteine auf eine Zellulose-Membran gespottet und der Filter anschließend mit 
radioaktiv  markierten  Protein,  DNA-  oder  RNA-Sonden  inkubiert.  Die  Vorteile  bestehen 
darin, dass eine mehrfache Hybridisierung eines Filters möglich ist und zur Detektion keine 
aufwendige Apparatur nötig ist. Nachteilig ist die sehr aufwendige Klonierung, Expression 
und Aufreinigung der Proteine [57].  
Ein erstes System zur  LQ YLYRDetektion von Protein-Protein-Interaktionen in Säugerzellen 
wurde mit dem „protein-fragment complementation assay“ (PFC) entwickelt [58]. Hierbei 
werden  zwei  nicht-funktionale  sich  komplementierende  Deletionsmutanten  der  murinen 
Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) mit potentiell interagierenden Proteinpaaren fusioniert. In 
DHFR-defizienten Zellen können Klone, die interagierende Proteinpaare aufweisen, direkt 
selektiert werden. Da in Zellen mit Wildtyp DHFR keine Signalamplifikation stattfindet, ist 
eine starke Überexpression der Protein-Interaktionspartner nötig, was zu Artefakten führen 
kann.  Eine  erfolgreiche  Anwendung  dieses  Testsystems  wurde  für  den  Erythropoietin-
Rezeptor und die mechanistische Aufklärung seiner Dimerisierung gezeigt [59]. 
Eine neuartige Methode zur direkten Detektion von Protein-Protein-Interaktionen LQYLWUR und 
LQ YLYR wurde mit der intracistronischen b-Galaktosidase Komplementation entwickelt [54]. 
Die erfolgreiche Aufklärung der b-Galaktosidase Kristallstruktur ermöglichte die funktionelle 
Zuordnung  der  Domänenstruktur  und  vermittelte  ein  weitergehendes  Verständnis  der  a-
Komplementation, der Ausbildung eines funktionellen b-Galaktosidase Enzymkomplexes aus 
zwei  nicht-funktionellen  Deletionsmutanten  [60,  61].  Bei  der  intracistronischen  b-
Galaktosidase Komplementation werden ebenfalls zwei nicht-funktionelle Deletionsmutanten 
verwendet,  die  aber  im  Gegensatz  zur  a-Komplementation  nur  durch  Fusion  mit 
interagierenden Proteinpaaren einen aktiven Enzymkomplex bilden können, da die Affinität 
der beiden Deletionsmutanten zueinander zu niedrig für eine erfolgreiche Komplementation 
ist [62-64]. Nur bei Interaktion der beiden Proteine lässt sich somit eine Enzym-vermittelte b-
Galaktosidase-Aktivität beobachten. Mit Hilfe dieser Methode lässt sich z.B. die Fusion von 
Zellen beobachten, indem die zu fusionierenden Zellen jeweils ein Fusionsprotein bestehend 
aus  einem  interagierenden  Proteinpärchen  und  einer  b-Galaktosidase  Deletionsmutante 
tragen, eine Enzymaktivität ist erst bei erfolgter Fusion zu beobachten [62]. Eine weitere 
Anwendungsmöglichkeit besteht in der direkten Untersuchung bestimmter Protein-Protein-
Interaktionen  LQYLYR und  LQYLWUR [63]. So konnte die Dimerisierung des membranständigen 
EGF-Rezeptors  (EGF-R)  in  lebenden  Zellen  durch  die  Bildung  chimärer  Rezeptoren   1. Einleitung 
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bestehend aus der extrazellulären und transmembranären Domäne des EGF-R und jeweils 
einer  Deletionsmutante  der  b-Galaktosidase  beobachtet  werden  [65].  Da  die  Handhabung 
dieses Testsystems relativ einfach ist, besteht die Möglichkeit einer Hochdurchsatzanalyse 
von  Substanzbänken  zur  Auffindung  spezifischer  Inhibitoren  von  Protein-Protein-
Interaktionen [54]. Die Vorteile dieser Methode liegen zum einen in der Verwendung des 
fluorogenen Substrats Fluor-X-Gal, das bereits in minimalen Mengen sehr gut zu detektieren 
ist. Eine Überexpression der Fusionsproteine ist daher nicht nötig. Zum anderen lassen sich 
Protein-Protein-Interaktionen fortlaufend beobachten. Ungewiss bleiben jedoch die sterischen 
Limitationen des Systems, da es sich um eine komplexe Enzymreassoziation handelt [54]. 
Aufgrund  dieser  Vorzüge  gegenüber  anderen  System  zur  Detektion  von  Protein-Protein-
Interaktionen  wurde  die  b-Galaktosidase  Komplementation  zur  Etablierung  eines  LQ YLWUR 
Testsystems zur Auffindung von Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion ausgewählt (siehe 
Kapitel 1.4).  
 
 9DOLGLHUXQJYRQ3.%$NWDOV=LHOSURWHLQLQGHU7XPRUWKHUDSLH 
Der zweite Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Validierung der Kinase PKB/Akt im 
Hinblick auf die Entwicklung neuartiger anti-tumoraler Strategien. In der Literatur ist die 
anti-apoptotische Wirkung von PKB/Akt als zentralem Mediator von zellulären Überlebens-
signalen  ausführlich  beschrieben  [110-113,  115].  Wenig  untersucht  hingegen  ist  die 
therapeutisch relevante Verbindung von PKB/Akt zu Chemoresistenz bzw. die Mechanismen, 
durch die PKB/Akt an der Vermittlung von Chemoresistenz beteiligt ist [114]. Die meisten 
der heute in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika töten Tumorzellen über die Induktion 
von Apoptose [173]. Dabei werden verschiedene Signalwege unterschieden: Zum einen die 
Auslösung von Apoptose durch membranständige Rezeptoren (sogenannte Todesrezeptoren), 
darüber  hinaus  die  Aktivierung  des  mitochondrialen  Signalwegs  durch  Entzug  von 
Wachstumsfaktoren  oder  anderen  Stresssignalen  und  schließlich  die  Induktion  des  p53 
Signalwegs nach dem Auftreten von DNA-Schäden [66]. Ein wesentliches Aufgabengebiet 
dieser Promotionsarbeit bestand in der Aufklärung von Mechanismen, durch die PKB/Akt
Chemoresistenz vermittelt.  

1.3.1. Apoptose und Apoptotische Signalwege 
Der  programmierte  Zelltod  (Apoptose)  stellt  einen  essentiellen  Mechanismus  zur 
Eliminierung geschädigter und potentiell gefährlicher Zellen bei der Organbildung während 
der  Embryogenese  und  später  bei  der  Homöostase  multizellulärer  Organismen  dar  [66].   1. Einleitung 
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Apoptose ist ein höchst organisierter und reguliert verlaufender Vorgang und umfasst die 
Fragmentierung der DNA, die Schrumpfung der Zelle und den Zerfall der Zelle in Membran-
umschlossene vesikuläre Partikel, die durch Phagozytose eliminiert werden, ohne dass es zu 
einer entzündlichen Reaktion kommt [67]. Apoptose kann durch eine Vielzahl von Stimuli 
hervorgerufen  werden wie  z.B.  durch  Signale  während  der  Entwicklung  des  Organismus, 
durch  zellulären  Stress  oder  durch  Unterbrechung  des  Zellzyklus  [66].  Eine  Reihe  von 
zellulären  Faktoren,  die  für  die  Regulation,  Koordination  und  Ausführung  von  Apoptose 
verantwortlich sind, konnten identifiziert werden. In Säugerzellen wird Apoptose dabei im 
Wesentlichen durch drei Signalwege hervorgerufen. Der erste Weg umfasst die Auslösung 
von  Apoptose  durch  membranständige  Rezeptoren  (sogenannte  Todesrezeptoren)  wie 
beispielsweise  TNFa-  oder  Fas-Rezeptor,  die  nach  der  Bindung  ihres  Liganden 
Adaptermoleküle  rekrutieren  und  so  den  Ablauf  einer  Caspase-Kaskade  einleiten,  was 
schließlich  zum  Absterben  der  Zelle führt  [66].  Der  zweite  Weg  wird  durch  Entzug  von 
Wachstumsfaktoren  ausgelöst  und  durch  Proteine  der  Bcl-2  Familie  reguliert.  Durch 
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien wird wiederum eine Caspase-Kaskade 
initiiert, die schließlich zu Apoptose führt. Der dritte Signalweg wird nach DNA-Schädigung 
aktiviert,  wobei  das  Tumorsuppressorprotein  p53  eine  Schlüsselrolle  einnimmt.  Nach 
Aktivierung  von  p53  kommt  es  u.a.  zur  Initiation  einer  Caspase-Kaskade.  Der  genaue 
Mechanismus dieser Aktivierung ist noch nicht völlig aufgeklärt [66].  
 
&DVSDVHQ±]HQWUDOH(IIHNWRUHQGHU$SRSWRVH
Charakteristisch für fast alle Signalwege zur Auslösung von Apoptose ist die Aktivierung von 
Caspasen [67-69]. Bislang konnten 14 Caspasen aus Säugerzellen identifiziert und kloniert 
werden. Diese Cystein-Proteasen werden in der Zelle als inaktive Zymogene synthetisiert und 
besitzen eine vergleichbare Struktur bestehend aus vier Domänen: Einer N-terminalen Pro-
Domäne unterschiedlicher Größe, einer großen und einer kleinen Untereinheit sowie einer 
Linker-Region  zwischen  diesen  beiden  Untereinheiten,  die  von  Asparginsäure-Resten 
begrenzt  werden.  Die  Aktivierung  der  Caspasen  erfolgt  durch  proteolytische  Spaltung 
zwischen  den  einzelnen  Domänen,  einer  Abspaltung  der  Pro-Domäne  und  der 
Zusammenlagerung der kleinen und großen Untereinheit zur aktiven Caspase [68]. Die aktive 
Caspase besitzt eine sehr hohe Substratspezifität, die durch vier Aminosäuren innerhalb der 
Substratbindestelle vermittelt wird. Innerhalb der proteolytischen Kaskade werden je nach 
ihrer  Aufgabe  Initiator-  und  Effektor-Caspasen  unterschieden,  wobei  Initiator-Caspasen 
(Caspase 8, 9, 10) eine längere Pro-Domäne besitzen als Effektor-Caspasen (Caspase 2-7, 11-
13) [68].   1. Einleitung 
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7RGHVUH]HSWRUYHUPLWWHOWH$SRSWRVH
Der Fas-Rezeptor (Fas-R) ist ein 48kDa Typ I Transmembranprotein und gehört zur Familie 
der  sogenannten  Todesrezeptoren  [70-72].  Nach  Bindung  des  Fas-Liganden  (Fas-L) 
trimerisiert  der  Rezeptor  und  induziert  Apoptose  durch  die  Bildung  des  „death  inducing 
signaling  complex“  (DISC)  [72].  Dieser  entsteht  durch  Anlagerung  des  Adaptermoleküls 
FADD und der Initiator-Caspase 8 an die intrazellulären „Death Domains“ (DD) des trimeren 
Rezeptors (Abb. 1-5 ) [71]. FADD vermittelt über seine „Death Effector Domain“ (DED) die 
autokatalytische Spaltung von Caspase 8, die nun wiederum die Effektor-Caspasen 3 und 7 
aktivieren  kann  [73].  Nach  der  Aktivierung  von  Caspase  6  durch  Caspase  3  sind  diese 
Effektor-Caspasen in der Lage eine Vielzahl von Proteinen proteolytisch zu spalten. Dazu 
zählen Signalproteine wie Raf-1, Akt-1 oder MEKK-1, Regulatoren der DNA-Transkription 
oder -Replikation wie MDM2 oder Rb, Proteine, die den DNA/RNA Metabolismus regulieren 
wie DNA-PK oder PARP sowie eine Reihe weiterer Proteine mit verschiedenen Funktionen, 
darunter Inhibitoren von Endonucleasen wie CAD, die anschließend in den Kern translozieren 






































































































































































































































































































































































































































$EE 9HUPLWWOXQJ YRQ $SRSWRVH GXUFK $NWLYLHUXQJ GHV )DV5H]HSWRUV  Nach  Bindung  des  Fas-
Liganden kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors und durch Anlagerung des Adaptermoleküls 
FADD und der Initiator-Caspase 8 zur Ausbildung des „death inducing signaling complex“ (DISC). 
Durch Spaltung von Caspase 8 wird eine Caspase-Kaskade initiiert, die zur proteolytischen Spaltung 
einer Reihe regulatorischer Proteine und schließlich zum Auftreten von Apoptose führt [70-72]. 
Über das Adaptermolekül DAXX wird der JNK-Signalweg aktiviert, der durch Verminderung der 
Expression von Bcl-2 indirekt Apoptose fördert [72]. 
 
 
Durch Bindung von DAXX an die „Death Domain“ und der Rekrutierung und Aktivierung 
von „Apoptosis Signaling Regulation Kinase 1“ (ASK1) wird der JNK- sowie der p38-MAP-
Kinase-Signalweg aktiviert, wodurch die Expression von Überlebensfaktoren wie Bcl-2 sinkt   1. Einleitung 
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[71]. Eine wichtige negative Regulation des Fas-R Signalwegs erfolgt durch die Rekrutierung 
des Proteins c-FLIP in den DISC [74-76]. c-FLIP existiert in einer langen (c-FLIPl) und einer 
kurzen  (c-FLIPs)  Splicevariante,  wobei  beide  Varianten  Zellen  vor  Fas-L  induzierter 
Apoptose schützen [74, 75]. c-FLIPl besitzt mit seinen zwei „Death Effector Domains“ und 
seiner Caspase-ähnlichen Domäne eine Struktur, die vergleichbar mit Pro-Caspase 8 ist. Der 
Caspase-ähnlichen Domäne fehlen im aktiven Zentrum allerdings einige Reste, die für die 
katalytische Aktivität bedeutsam sind [75]. Nach der Rekrutierung von Pro-Caspase 8 und c-
FLIPl  in  den  DISC  werden  beide  Proteine  autokatalytisch  zwischen  der  p18  und  p10 
Untereinheit gespalten. Es entstehen zwei stabile inaktive Intermediate von 43kDa, die im 
DISC gebunden bleiben und somit die Anlagerung und Aktivierung weiterer Moleküle Pro-
Caspase-8 verhindern [75]. c-FLIPs hingegen weist in seiner Struktur lediglich die beiden 
„Death Effector Domains“ auf, verhindert aber vollständig die Spaltung von Pro-Caspase 8 
im DISC [75]. Dass dieser Mechanismus auch physiologisch von Bedeutung ist, zeigt sich 
darin, dass Zelllinien von B-Zelllymphomen, die konstitutiv c-FLIP exprimieren, resistent 
gegen Fas-L vermittelte Apoptose sind [76].  
Ein weiteres Mitglied der Familie der Todesrezeptoren ist der TNFa-Rezeptor (TNFa-R) [70, 
77].  Dieser  ist  hauptsächlich  in  der  Regulation  des  Immunsystems  involviert,  indem  er 
entzündliche  Prozesse  steuert  sowie  die  Entwicklung  und  Erhaltung  der  peripheren 
lymphoiden Organe und der Milz reguliert [70]. Die Transmembranrezeptoren vom Typ I 
vermitteln im Gegensatz zum Fas-R sowohl apoptotische Signale als auch Überlebenssignale 
(Abb. 1-6). Nach Bindung des Liganden trimerisiert der Rezeptor und rekrutiert verschiedene 
Adaptermoleküle an seine „Death Domain“ [77]. Das wichtigste Adaptermolekül des TNFa-
R1-Signalwegs  ist  TRADD,  das  die  Anlagerung  von  TRAF1/2  an  den  Rezeptorkomplex 
vermittelt  und  so  den  JNK-  und  den  NFkB-Signalweg  aktiviert  [78].  Darüber  hinaus 
vermittelt TRADD durch die Assoziation mit FADD die Aktivierung von Caspase 8 und der 
nachgeschalteten  Caspase-Kaskade  [73,  77].  Wie  im  Fas-R-Signalweg  führen  sowohl  die 
Aktivierung der Caspase 8 regulierten Kaskade als auch die Initiation von Ask1 und des JNK- 
Signalwegs - wie bereits oben beschrieben - zum Auftreten von Apoptose [77].  
Darüber  hinaus  vermittelt  der  TNFa-R  Überlebenssignale  durch  Aktivierung  des  NFkB- 
Signalwegs [79-82]. Nach Ligandenbindung bindet das Adaptermolekül TRADD die Kinase 
RIP, die wiederum mit der „NFkB-inducing kinase“ (NIK) wechselwirkt und diese durch 
Phosphorylierung  aktiviert [77,  81].  NIK phosphoryliert  nun seinerseits Proteine  des IKK 
Komplex, der eingehende Phosphorylierungssignale u.a. auch von weiteren anti-apoptotisch 
wirksamen Kinasen wie PKB/Akt integriert [81, 82]. NFkB wird im inaktiven Zustand durch   1. Einleitung 
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Bindung an seinen Inhibitor (IkB) im Zytosol zurückgehalten. Nach Aktivierung des IKK 
Komplex wird IkB ebenfalls phosphoryliert, daraufhin ubiquitiniert und durch das Proteosom 
degradiert [77, 81]. NFkB kann nun in den Zellkern translozieren und dort die Transkription 
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 9HUPLWWOXQJYRQ$SRSWRVHGXUFK$NWLYLHUXQJGHV71)D5H]HSWRUV Nach Bindung von TNFa  
kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors und durch Anlagerung der Adaptermoleküle TRADD, 
TRAF1/2  und  FADD  zur  Initiation  der  Caspase  8  regulierten  Caspase-Kaskade  und  des  JNK-
Signalwegs, was zum Auftreten von Apoptose führt [77]. Unter Vermittlung von RIP und TRAF1/2 
werden  durch  die  Aktivierung  des  NFkB-Signalwegs  Überlebenssignale  vermittelt,  indem  der 
Transkriptionsfaktor  NFkB  in  den  Kern  translozieren  und  die  Transkription  anti-apoptotisch 




Eine  zweite  bedeutende  Signalkaskade  bei  der  Initiation  von  Apoptose  neben  den 
Todesrezeptor-Signalwegen stellt der mitochondriale Signalweg dar, dessen Regulation durch 
Proteine der Bcl-2-Familie vermittelt wird (Abb. 1-7) [83-94]. Es konnten bisher mindestens 
16 Mitglieder der Bcl-2-Familie detektiert werden, die sich in pro- (z.B. Bax, Bak, Bad, Bid, 
Bcl-xS)  und  anti-apoptotisch  (z.B.  Bcl-2,  A1/Bfl-1,  Bcl-xL)  wirksame  Proteine  unterteilen 
lassen  [83].  Nach  Heterodimerisierung  sind  einige  dieser  Proteine  in  der  Lage  in  der 
mitochondrialen Membran porenartige Komplexe zu bilden, wobei das Verhältnis von pro-  
zu  anti-apoptotischen  Bcl-2-Homologen  darüber  entscheidet,  ob  Cytochrom  C  aus  den 
Mitochondrien freigesetzt wird oder nicht [84-86]. Nach Freisetzung von Cytochrom C ins 
Zytosol bindet dieses ebenso wie ATP an den zytosolischen Faktor Apaf-1. Durch Hydrolyse 
von ATP zu ADP kommt es zur Oligomerisierung von Apaf-1 [89]. Über seine „Caspase   1. Einleitung 
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recruitment domain“ (CARD) rekrutiert Apaf-1 nun Caspase 9 im Verhältnis 1:1 in einen ca. 
700kDa großen Komplex, der als „Apoptosom” bezeichnet wird [88-90]. 
Innerhalb des „Apoptosoms“ kommt es zur proteolytischen Spaltung der Initiator-Caspase 9 
und somit zu deren Aktivierung [89, 90]. Aktivierte Caspase 9 ist nun ihrerseits in der Lage 
eine Caspase-Kaskade zu aktivieren, wobei es zunächst zur Proteolyse von Pro-Caspase 3 und 
7 kommt, die wiederum Pro-Caspase 6 aktivieren [87]. Die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 sind 
- wie bereits oben beschrieben - an der Proteolyse einer Vielzahl von regulatorischen und 
metabolischen  Proteinen  beteiligt.  Darüber  hinaus  kann  Caspase  3  im  Zuge  eines 
Verstärkungsmechanismus die Caspasen 2, 6, 8 und 10 aktivieren [87]. Nach der Freisetzung 
von Cytochrom C aus den Mitochondrien können die anti-apoptotisch wirksamen Mitglieder 
der  Bcl-2-Familie  das  Auftreten  von  Apoptose  nicht  mehr  verhindern.  Sie  besitzen  ihre 
Hauptfunktion  innerhalb  der  mitochondrialen  Membran  also  in  der  Verhinderung  der 









































































































































































































































































































































































































































































$EE 0LWRFKRQGULDOHU 6LJQDOZHJ ]XU $XVO|VXQJ YRQ $SRSWRVH  Vermittelt  durch  pro-apoptotisch 
wirkende Mitglieder der Bcl-2-Familie wird Cytochrom C aus den Mitochondrien freigesetzt. Der 
zytosolische  Faktor  Apaf-1  kann  nach  Bindung  an  Cytochrom  C  und  ATP-Hydrolyse  oligo-
merisieren und fördert so die Anlagerung von Pro-Caspase 9 in einen „Apoptosom“ bezeichneten 
Komplex. Innerhalb des „Apoptosoms“ kommt es zur proteolytischen Aktivierung von Caspase 9, 
die nach Ausbildung eines Tetramers eine Caspase-Kaskade initiieren kann, die zur Auslösung von 
Apoptose führt [83-90]. 
 
 
9HUNQSIXQJ YRQ 7RGHVUH]HSWRUYHUPLWWHOWHP XQG PLWRFKRQGULDOHP $SRSWRVH6LJQDOZHJ
Die  beiden  apoptotischen  Hauptsignalwege  laufen  auf  der  Ebene  der  Aktivierung  von 
Caspase 3 und 7 zusammen und sind auch darüber hinaus miteinander verknüpft (Abb. 1.-8) 
[92].  Bid  -  ein  pro-apoptotisches  Mitglied  der  Bcl-2-Familie  -  wird  durch  Caspase  8 
geschnitten,  was  zur  Insertion  des  15kDa  C-terminalen  Fragments  (t-Bid)  in  die 
mitochondriale  Membran  führt  [92,  93].  Ebenso  wie  ungeschnittenes  Bid  liegt  Bax  -  ein   1. Einleitung 
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weiteres pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie - in gesunden Zellen zytosolisch vor 
[93].  t-Bid  vermittelt  nach  seiner  Insertion  in  die  mitochondriale  Membran  eine 
Konformationsänderung  von  Bax,  was  diesem  Protein  ebenfalls  die  Translokation  in  die 
äußere  mitochondriale  Membran  ermöglicht  [93].  Bax  und  t-Bid  können  nun  an  der 
Freisetzung von Cytochrom C mitwirken, indem sie gemeinsam mit anderen Proteinen poren-
ähnliche Oligomere bilden und durch Anlagerung an weitere andere Porenkomplexe deren 
Durchlässigkeit modifizieren [92, 94]. Durch die Interaktion von Bcl-xl mit Bid kann die pro-
apoptotische  Funktion  von  Bid/t-Bid  verhindert  werden  [95].  Über  die  proteolytische 
Spaltung des Proteins Bid kann also aktivierte Caspase 8 die Freisetzung von Cytochrom C 
und  die  Aktivierung  von  Caspase  9  vermitteln.  Umgekehrt  kann  Caspase  9  nach  ihrer 
Aktivierung im „Apoptosom“ über die proteolytische Spaltung von Caspase 3 auch Caspase 8 
aktivieren,  was  deutlich  die  Quervernetzung  der  beiden  Signalwege  zeigt  [87].  Fas-L 
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$EE 4XHUYHUQHW]XQJGHV7RGHVUH]HSWRUXQGGHVPLWRFKRQGULDOHQ6LJQDOZHJV Das pro-apoptotisch 
wirksame Protein Bid kann durch Caspase 8 geschnitten werden, was zur Insertion des 15kDa C-
terminalen Fragments (t-Bid) in die mitochondriale Membran führt. Durch Rekrutierung von Bax in 
die mitochondriale Membran kommt es zur Ausbildung von poren-ähnlichen Komplexen sowie zur  
Modulation der Durchlässigkeit anderer Porenkomplexe, was zur Freisetzung von Cytochrom C und 
zur  Aktivierung  von  Caspase  9  führt.  Umgekehrt  kann  Caspase  9  nach  ihrer  Aktivierung  im 




Das  Tumorsuppressorprotein  p53  spielt  eine  bedeutende  Rolle  in  der  Regulation  von 
Apoptose und des Zellzyklus nach Einwirkung von endogenen oder exogenen Stresssignalen 
auf die Zelle (Abb. 1-9) [97-109]. 50% aller Tumore exprimieren durch das Auftreten von 
Mutationen  im  p53-Gen  kein  funktionales  p53-Protein,  was  die  Bedeutung  von  p53  als   1. Einleitung 
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Tumorsuppressor verdeutlicht [97, 98]. In gesunden Zellen liegt p53 zytosolisch, teilweise 
gebunden an MDM2 vor [97]. Durch Bindung an p53 verhindert MDM2 die transkriptionelle 
Aktivität  von  p53  und  kann  die  Ubiquitinierung  und  Degradation  von  p53  durch  das 
Proteosom  vermitteln.  Als  Antwort auf  das Auftreten von DNA-Schäden wird  p53 durch 
verschiedene  Faktoren  aktiviert:  Die  Serin-/Threonin-Kinasen  ATM,  ATR  und  DNA-PK 
werden in einer sehr frühen Phase der DNA-Schädigung durch Bindung an Doppelstrang-
brüche aktiviert und phosphorylieren p53 innerhalb seiner Transaktivierungsdomäne an Ser
15 
[101]. ATM aktiviert darüber hinaus die „Checkpoint Kinase 2“ (CHK2), die wiederum p53 
innerhalb  seiner  Interaktionsdomäne  mit  MDM2  an  Ser
20  phosphoryliert  [101].  Die 
Phosphorylierung von MDM2 durch die aktivierte DNA-abhängige Proteinkinase (DNA-PK) 
sowie durch aktivierte ATM verhindert die Interaktion von MDM2 mit p53 und reguliert 
somit  die  Transaktivierung  von  p53  [102,  103].  Die  apoptotische  Aktivität  von  p53  ist 
abhängig  von  der  Phosphorylierung  an  Ser
46.  Diese  erfolgt  durch  die  „homeodomain-
interacting protein kinase-2“ (HIPK2), die sich im Kern nach ihrer Aktivierung an PML-3 und 
p53 anlagert, p53 an Ser
46 phosphoryliert und somit die p53-abhängige Transkription von 
Proteinen  apoptotischer  Signalwege  reguliert  [104].  Ein  Komplex  aus  „casein  kinase  2“ 
(CAK2)  und  dem  transkriptionellen  Chromatin  Elongationsfaktor  FACT  sorgt  nach  dem 
Auftreten  von  DNA-Schäden  insbesondere  in  Folge  von  UV-Bestrahlung  für  die 
Phosphorylierung von p53 an Ser
392 [105]. Darüber hinaus wird die Aktivität von p53 durch 
Phosphorylierung und Acetylierung weiterer Reste reguliert.  
Nach seiner Aktivierung reguliert p53 zum einen gemeinsam mit dem Co-Faktor p300 durch 
transkriptionelle Induktion der Proteine GADD45, 14-3-  VRZLH GHV =HOO]\NOXV-Inhibitors 
p21 die Zellzyklus-Kontrollpunkte der G1- und G2-Phase und vermittelt somit Wachstums-
arrest  und  DNA-Reparatur  [106].  Zum  anderen  kann  aktiviertes  p53  Zellen  nach  DNA-
Schädigung durch zytotoxische Substanzen, freie Radikale oder Bestrahlung, nach Entzug 
von  Wachstumsfaktoren,  nach  viraler  Infektion  oder  Deregulation  der  Expression  von 
Proteinen des Zellzyklus in Apoptose treiben [99, 106]. Die Vermittlung von Apoptose erfolgt 
zum einen durch transkriptionelle Induktion der Expression des Fas-R, der Serin-Protease 
Cathepsin  D,  des  pro-apoptotischen  Proteins  Bax,  das  die  Freisetzung  des  „apopotosis 
inducing factor“ (AIF) sowie von Cytochrom C aus den Mitochondrien vermittelt und des 
„IGF binding protein 3“ (IGF-BP3), das die Signaltransduktion des IGF-R inhibiert [99, 106]. 
An  Ser
46  phosphoryliertes  p53  kann  die  Expression  des  p53-abhängigen  Apoptose-
induzierenden  Proteins  1  (p53AIP1)  initiieren,  was  zur  Zerstörung  des  elektrochemischen 
Gradienten  der  inneren  mitochondrialen  Membran  und  somit  zu  Caspase-unabhängigem   1. Einleitung 
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Zelltod  führt  [203].  Darüber  hinaus  kann  p53  nach  seiner  Aktivierung  aber  auch  mittels 
Transkriptions-unabhängiger  Mechanismen  Apoptose  induzieren.  Dazu  zählen  die 
Deregulation des Transkriptionsfaktors E2F-1, die Repression der Expression von Bcl-2 und 
IGF1-R sowie die Vermittlung der Translokation des Fas-R aus dem Golgi-Apparat in die 
Zellmembran  [99,  106].  Die  Regulation  von  p53  erfolgt  zum  einen  über  die  sehr  kurze 
Halbwertszeit  des  Proteins,  zum  anderen  wird  die  Transkription  von  MDM2  durch  Ser
15 











































































































































































































































































































































































































































































$EE $NWLYLHUXQJGHVS6LJQDOZHJV p53 liegt in gesunden Zellen zytosolisch, teilweise gebunden an 
MDM2 vor. Nach dem Auftreten von DNA-Schäden wird p53 durch die Serin-/Threonin-Kinasen 
DNA-PK,  ATR,  ATM,  CHK2,  HIPK2  und  CAK  an  den  Resten  Ser
15,  Ser
20,  Ser
46  und  Ser
392 
phosphoryliert. DNA-PK und ATM phosphorylieren darüber hinaus MDM2, was zur Freisetzung 
von p53 aus dem Komplex und zur Translokation von p53 in den Kern führt, wo das aktivierte 
Protein mit seinem Co-Faktor p300 die Transkription von verschiedenen Genen initiieren kann. Auf 
diesem Weg vermittelt p53 sowohl Zellzyklusarrest als auch Apoptose [97-106]. 
 
 
1.3.2.   PKB/Akt-Kinase 
Die  Unterdrückung  apoptotischer  Signale  ist  eine  Voraussetzung  für  Tumorzellen,  solide 
Tumore zu bilden und unter Bedingungen zu überleben, die eigentlich den programmierten 
Zelltod (Apoptose) induzieren. Zu den Mechanismen der Verhinderung des Eintretens von 
Apoptose  zählen  der  Verlust  von  Caspase-Aktivität  durch  verminderte  Expression  oder 
Inaktivierung z.B. durch Mutationen, die verstärkte Expression von Inhibitoren der Apoptose   1. Einleitung 
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(IAP) wie beispielsweise Survivin, XIAP oder cIAP, die Überexpression anti-apoptotischer 
Mitglieder  der  Bcl-2  Familie  (z.B.  Bcl-2,  Bcl-xl),  die  Verringerung  der  Expression  pro-
apoptotischer Mitglieder der Bcl-2 Familie oder deren Inaktivierung durch Phosphorylierung 
(z.B. Bad), die verminderte Expression von Todesrezeptoren, die Überexpression des Fas-L 
an  der  Oberfläche  zur  Abtötung  von  T-Zellen  oder  der  Verlust  der  p53-Aktivität  durch 
Mutationen  innerhalb  des  Gens  [107,  108].  Darüber  hinaus  wurden  weitere  Proteine  und 
Mechanismen entdeckt, die Tumorzellen resistent gegenüber apoptotischen Stimuli machen. 
Die  Protein  Kinase  B/Akt  (PKB/Akt)  konnte  hierbei  als  ein  Schlüsselmolekül  zur 
Weiterleitung  von  Überlebenssignalen  ausgehend  von  Wachstumsfaktorrezeptoren 
identifiziert werden, die zur effektiven Unterdrückung von Apoptose führen [109-123]. Die 
Aktivität von PKB/Akt spielt in der Tumorgenese eine bedeutende Rolle: Die Aktivierung 
von PKB/Akt ist ein wichtiges Überlebenssignal in der Tumorprogression [110, 113], eine 
Überexpression und konstitutive Aktivierung von PKB/Akt konnte in verschiedenen humanen 
Tumoren nachgewiesen werden (Lunge, Schilddrüse, Prostata, Ovar, Brust) [18, 19, 111] und 
schließlich  konnte  gezeigt  werden,  dass  PKB/Akt  die  Tumorzellinvasivität  durch  erhöhte 
Zellmotilität und Metalloproteinaseproduktion steigert [112]. Desweiteren wird PKB/Akt bei 
Überexpression und konstitutiver Aktivierung in Tumoren mit der Vermittlung von Chemo-
resistenz gegenüber Zytostatika und Bestrahlung in Verbindung gebracht [18, 114]. 
Bislang  konnten  drei  Isoenzyme  von  PKB/Akt  (PKBa/Akt1,  PKBb/Akt2,  PKBg/Akt3) 
identifiziert werden, denen unterschiedliche Funktionen in der Zelle zugeordnet werden und 
die  sowohl  auf  mRNA-  als  auch  Proteinebene  in  verschiedenen  Geweben  differenziell 
exprimiert werden [115-117]. Alle Isoformen besitzen eine zentrale Kinasedomäne mit einer 
Serin-/Threonin-Spezifität sowie eine N-terminale „pleckstrin homology“ (PH) Domäne, die 
entweder Protein-Protein- oder Lipid-Protein-Wechselwirkungen vermittelt [115].  
In  Abbildung  1-10  ist  das  Modell  zur  Aktivierung  von  PKB/Akt  dargestellt.  Durch  die 
Bindung von Wachstumsfaktoren an ihren Rezeptor wird die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 
(PI3-K) aktiviert und kann somit mittels Phosphorylierung membranständiges Phosphatidyl-
Inositol-(1,4,5)-triphosphat (PIP3) generieren [115-118]. Nach Bildung von PIP3 kann die PH-
Domäne von PKB/Akt die Translokation der Kinase an die Membran vermitteln. Durch die 
Lipid-Protein-Wechselwirkung  kommt  es  zu  einer  Konformationsänderung  von  PKB/Akt, 
wodurch  die  Kinasedomäne  offen  gelegt  wird  [118].  Zur  vollständigen  Aktivierung  von 
PKB/Akt müssen die beiden regulatorischen Reste Thr
308 und Ser
473 phosphoryliert werden 
[118, 119]. Die Phosphorylierung an Thr
308 erfolgt durch die „IP3-dependent protein kinase-
1“ (PDK1) [120]. PDK1 besitzt neben seiner Kinasedomäne eine C-terminale PH-Domäne,   1. Einleitung 
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wodurch PDK1 ebenfalls an IP3 binden und zusammen mit PKB/Akt1 an der Zellmembran 
kolokalisieren kann [118, 120]. Die Kinase, die PKB/Akt an Ser
473 phosphoryliert, konnte 
bisher noch nicht eindeutig identifiziert werden, wobei neben MAPKAP-Kinase2, PDK1, ILK 
und  PRK2  auch  eine  Autophosphorylierung  durch  PKB/Akt  selbst  diskutiert  wird  [116]. 
Neuere Hinweise deuten jedoch darauf hin, dass die Ser
473-Phosphorylierung durch „Integrin-
linked  Kinase“  (ILK)  erfolgt  [121-123].  Aktivierte  PKB/Akt-Kinase  kann  nun  von  der 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































$EE $NWLYLHUXQJ YRQ 3.%$NW GXUFK :DFKVWXPVIDNWRUHQ Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) werden 
durch ihre entsprechenden Liganden aktiviert, was zur anschließenden Aktivierung der PI3-Kinase 
führt.  PI3-Kinase  generiert  membranständiges  Phosphatidyl-Inositol-(3,  4,  5)-triphosphat,  das 
PKB/Akt und seine aktivierenden Kinasen PDK1 and PDK2 an die Membran rekrutiert. Nach der 
Phosphorylierung wird Akt von der Membran losgelöst und phosphoryliert selbst Effektormoleküle 
in der apoptotischen Signalkaskade [115-123]. 
 
 
Die Aktivität von PKB/Akt scheint darüber hinaus durch Tyrosin-Phosphorylierung an zwei 
Resten innerhalb der Aktivierungsdomäne reguliert zu werden [124]. Das Protein Tcl1 konnte 
als Co-Faktor von PKB/Akt identifiziert werden, der durch Bindung an die PH-Domäne die 
Kinaseaktivität  von  aktiviertem  PKB/Akt  verstärkt  und  die  Translokation  in  den  Kern 
vermittelt  [125].  Eine  bedeutende  Rolle  bei  der  negativen  Regulation  des  PKB/Akt-
Signalwegs nimmt das Tumorsuppressorgen PTEN ein, das in vielen Tumoren mutiert oder 
deletiert  vorliegt  [126-128].  PTEN  reguliert  zelluläre  Prozesse  wie  den  Zellzyklus,  die 
Transkription  und  Translation  bestimmter  Proteine  oder  auch  Apoptose.  Als  Protein-
Phosphatase kann PTEN sowohl Shc als auch FAK dephosphorylieren und so den MAP-
Kinase- bzw. Integrin-Signalweg negativ regulieren. Als Lipid-Phosphatase dephosphoryliert 
PTEN PIP3 zu PIP2 und wirkt somit als direkter Gegenspieler der PI3-Kinase [127]. Dies hat 
zur Folge, dass durch Verringerung der Menge des intrazellulären Botenstoffes PIP3 PKB/Akt   1. Einleitung 
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in geringerem Maße aktiviert wird [126, 127]. Darüber hinaus wurde kürzlich mit CTMP ein 
weiteres  Protein  entdeckt,  das  die  Aktivität  von  PKB/Akt1  durch  C-terminale  Bindung 
negativ reguliert [129]. 
Nach seiner Phosphorylierung und Membrandissoziation ist aktiviertes PKB/Akt in der Lage, 
verschiedene  Substrate,  die  den  Zellzyklus  regulieren,  die  in  apoptotische  Signaltrans-
duktionswege eingreifen oder die die Transkription von verschiedenen Genen beeinflussen, 
zu phosphorylieren und somit in deren Aktivität zu modifizieren (Abb. 1-11) [115, 130-149]. 
Alle  Substrate  der  Serin-/Threonin-Kinase  PKB/Akt  besitzen  die  gemeinsame  Phosphory-






























































































































































































































































































































































$EE $NWLYLHUWHV 3.%$NW SKRVSKRU\OLHUW HLQH 9LHO]DKO ]HOOXOlUHU 3URWHLQH XQG YHUPLWWHOW
hEHUOHEHQVVLJQDOH Zu den Proteinen, deren Aktivität durch PKB/Akt-vermittelte Phosphorylierung 
modifiziert wird, gehören pro-apoptotisches Bad, die Initiator-Caspase 9, Transkriptionsfaktoren der 
Forkhead-Familie (Regulation der Fas-L Expression), IKKa (Regulation von NF-kB), SEK1 und 
ASK1 (Regulatoren von Stress-Signalkaskaden), GSK3 (metabolische Funktionen und Bestandteil 
mehrerer Signalkaskaden) sowie eNOS (Produktion des intrazellulären Botenstoffs NO). Darüber 
hinaus  werden  die  beiden  Zellzyklus-Inhibitoren  p21
waf1  und  p27
kip1  phosphoryliert  und  somit 
zytosolisch reteniert, während MDM2 nach seiner Phosphorylierung in den Kern translozieren kann 
und dort die transkriptionelle Aktivität von p53 inhibiert [130-149]. 
 
 
PKB/Akt  kann  an  verschiedenen  Stellen  der  apoptotischen  Signalkaskaden  direkt  mittels 
Phosphorylierung  oder  indirekt  mittels  Regulation  der  Transkription  bestimmter  Gene 
eingreifen und durch Vermittlung von Überlebenssignalen Apoptose verhindern [115].  So 
wird das pro-apoptotische Protein Bad durch PKB/Akt an Ser
136 phosphoryliert, was zum 
Verlust  der  Bindungsfähigkeit  und  einhergehender  Inaktivierung  der  anti-apoptotischen 
Proteine Bcl-2 bzw. Bcl-xl führt [131-133]. Nach Phosphorylierung des nukleären Faktors   1. Einleitung 
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CREB („cAMP-response element binding protein“) an Ser
133 durch PKB/Akt bindet dieser an 
cAMP-responsive  Elemente  innerhalb  der  DNA  und  ermöglicht  so  die  Transkription 
bestimmter  Gene  [134].  Zu  diesen  Genen  zählt  auch  das  anti-apoptotische  Protein  Bcl-2, 
dessen Expression CREB-abhängig gesteigert wird [135]. PKB/Akt verhindert dadurch aber 
nicht nur indirekt die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, sondern kann 
darüber  hinaus  direkt  die  Initiation  der  proteolytischen  Effektor-Caspase  Kaskade  durch 
Phosphorylierung  und  einhergehende  Inaktivierung  von  Caspase  9  effizient  unterbinden 
[136].  




319 phosphoryliert, wodurch er mittels Interaktion mit 14-3-3-Proteinen zytosolisch 
reteniert wird und somit nicht mehr die Transkription von Genen initiieren kann [137-139]. 
Auch AFX  als weiteres  Mitglied der Forkhead  Familie  wird durch  PKB/Akt  im  Kern an 
Ser
193 phosphoryliert. Der Exportrezeptor Crm 1 sorgt Phosphorylierungsstatus-unabhängig 
für  die  Delokalisierung  von  AFX  aus  dem  Kern  in  das  Zytosol.  Da  die  Phosphory-
lierungsstelle inmitten der Kernlokalisationssequenz liegt, kann AFX nun nicht mehr zurück 
in  den  Kern  gelangen  und  verliert  somit  seine  transkriptionelle  Aktivität  [140].  Dadurch 
kommt es u.a. zur Verminderung der Expression des Fas Liganden [115]. IKKaXQG VLQG
zwei Kinasen, die für die Regulation des Transkriptionsfaktors NF % YHUDQWZRUWOLFK VLQG
PKB/Akt phosphoryliert IKKa an Thr
23 und sorgt somit gemeinsam mit der Kinase NIK oder 
anderen  Kinasen  innerhalb  des  Ras-Signalwegs,  die  IKKa  an  weiteren  Resten 
phosphorylieren können, für die Aktivierung von NF-kB nach Bindung von TNFa an seinen 
Rezeptor bzw. nach Stimulierung durch PDGF [141, 142]. NF-kB kann nun in den Zellkern 
translozieren und dort die Transkription anti-apoptotischer Gene initiieren [115].  
Der JNK- und der p38-Kinase-Signalweg sind zwei MAP-Kinase Kaskaden, die durch Stress-
signale wie beispielsweise inflammatorische Zytokine, oxidativen Stress oder osmotischen 
Schock aktiviert werden. PKB/Akt greift direkt in diese Signalwege ein, indem es die MAP-
KK SEK1 an Ser
78 phosphoryliert und somit SEK1-vermittelte Apoptose durch Inhibition der 
SEK1-Aktivität verhindert [143]. Durch PKB/Akt-vermittelte Phosphorylierung an Ser
83 kann 
auch  die  Aktivität  von  ASK1,  einer  MAP-KKK,  die  der  JNK-  und  der  p38-Kinase 
vorgeschaltet ist, gesenkt und somit die Vermittlung apoptotischer Signale verhindert werden 
[144].  
Die Regulation der Zellzyklus-arretierenden Signale der beiden CDK-Inhibitoren p21
waf1 und 
p27
kip1 durch PKB/Akt erfolgt durch Kompartimentierung [109]. Nach Phosphorylierung von 
p21
waf1 an Thr
145 und von p27
kip1 sind die phosphorylierten Proteine nicht mehr in der Lage, in   1. Einleitung 
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den Zellkern zu translozieren. Dadurch kann es nicht mehr zur Hemmung von Zyklin-CDK-
Komplexen und  somit  zum  Zellzyklusarrest kommen [109, 145]. Phosphoryliertes p21
waf1 
besitzt zudem nur noch eine sehr schwache Affinität zu CDKs und zu PCNA, wodurch keine 
Komplexbildung mit DNA-Polymerase und damit auch keine Inhibition der DNA-Replikation 
stattfindet [145]. Durch Bindung von zytosolischem Phospho-p21
waf1 an ASK1 wird darüber 
hinaus das Auftreten von ASK1-abhängiger Apoptose verhindert [109]. Die Retention von 
Phospho-p27
kip1 erfolgt hauptsächlich durch Bindung an 14-3-3-Proteine [109].  
Als  weiteres  Substrat  von  PKB/Akt  wurde  kürzlich  MDM2  beschrieben,  das  zelluläres 
Überleben  und  das  Fortschreiten  des  Zellzyklus  durch  Inhibition  des  Tumorsuppressor-
proteins p53 vermittelt. Nach Phosphorylierung an Ser
166 und Ser
186 durch PKB/Akt kann 
Phospho-MDM2 vom Zytosol in den Zellkern translozieren, freies p53 binden und so die 
transkriptionelle Aktivität von p53  verringern [146]. Durch Bindung an MDM2 wird p53 
ubiquitiniert und proteosomal degradiert, was zur Erniedrigung des zellulären p53-Spiegels 
führt [146]. 
Weitere Substrate von PKB/Akt sind u.a. die Glykogen Synthetase Kinase 3 (GSK3) sowie 
die endotheliale NO Synthase (eNOS) [147, 149]. GSK-3a und b wird durch PKB/Akt an 
Ser
21 bzw. Ser
9 phosphoryliert und dadurch inaktiviert [115, 116]. Neben seiner Bedeutung 
für den Metabolismus von Glucose durch Regulation der Aktivität der Glykogen Synthetase, 
der Translokation des Glucosetransporters GLUT4 in die Plasmamembran und der Induktion 
der GLUT1-Synthese besitzt GSK3 eine wichtige Rolle im Wnt-Signalweg [115]. Der Wnt-
Signalweg ist an der Entwicklung und der Erhaltung der Organe und Gewebe beteiligt. Im 
inaktivierten  Zustand  liegt  das  Signalmolekül  b-Catenin  als  zytoplasmatischer  Komplex 
gebunden an die Proteine Axin, „adenomatous polyposis coli“ (APC) und GSK3 vor, nach der 
Aktivierung  des  Signalwegs  stellt  b-Catenin  einen  transkriptionellen  Co-Aktivator  der 
Tcf/LEF-Transkriptionsfaktoren dar [204]. Darüber hinaus verstärkt GSK3 die Proteolyse von 
Zyklin D1. Hemmung von GSK3 führt demnach zu einer Stabilisierung von Zyklin D1 und 
den  Wiedereintritt  in  den  Zellzyklus  [148].  Die  Phosphorylierung  von  eNOS  an  Ser
1179 
aktiviert das Enzym und führt zur Produktion von NO, einem intrazellulären Botenstoff, der 
verantwortlich  für  die  Erhaltung  des  systemischen  Blutdrucks,  vaskulären  Umbau  und 
Angiogenese  ist  [149].  Die  genaue  physiologische  Bedeutung  dieser  Regulation  ist  aber 
bisher noch unvollständig geklärt.  
Bei Betrachtung verschiedenster Substrate der Kinase PKB/Akt ergeben sich eine Vielzahl 
experimenteller  Hinweise,  dass  PKB/Akt  ein  Schlüsselenzym  in  der  Modulierung 
apoptotischer Signalkaskaden in Tumorzellen darstellt und kausal an der Vermittlung von   1. Einleitung 
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Überlebenssignalen  und  der  Unterdrückung  des  programmierten  Zelltods  beteiligt  ist. 
PKB/Akt stellt daher potentiell ein attraktives Molekül zur Findung neuartiger Inhibitoren zur 
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$EE 3.%$NW DOV ]HQWUDOH .LQDVH LQ GHU 9HUPLWWOXQJ YRQ hEHUOHEHQVVLJQDOHQ Verschiedene 
experimentelle Ergebnisse sprechen dafür, dass PKB/Akt ein potentiell interessantes Zielmolekül für 
die Tumortherapie darstellt. Neben der Tatsache, dass retrovirales Akt8 transformierende Aktivität 
besitzt, wird PKB/Akt durch eine Vielzahl  von Überlebensfaktoren aktiviert  und in einer Reihe 
Tumoren überexprimiert. Zudem phosphoryliert PKB/Akt zentrale Mediatoren der Apoptose und 
Proteine, die den Zellzyklus regulieren [18, 109-117, 150-152].  
 
Verschiedene  Beobachtungen  und  Rationale  für  PKB/Akt  als  Zielstruktur  in  der 
Tumortherapie sind in Abbildung 1-12 nochmals zusammengefasst:  
¾ PKB/Akt  selbst  stellt  ein  Proto-Onkogen  dar,  das  als  humanes  Homolog  zum  Y$NW 
Onkogen des akut transformierenden T-Zell-Lymphom-Retrovirus Akt8 entdeckt wurde 
[116, 117]. Das  Y$NW Genprodukt besitzt aufgrund der Fusion mit dem retroviralen gag-
Protein,  das  eine  Translokation  zur  Zellmembran  vermittelt,  eine  konstitutiv  aktive 
Kinaseaktivität.  PKB/Akt  selbst  besitzt  keine  transformierende  Aktivität,  wenn  es  in 
murinen  Fibroblasten  überexprimiert  wird.  Embryonale  Fibroblasten  werden  allerdings 
durch Membran-inseriertes PKB/Akt1, 2 und 3 transformiert [111, 150, 151].  
¾ Eine Vielzahl apoptotischer Stimuli kann durch Überlebensfaktoren, die zur Aktivierung 
der PI3-Kinase führen, unterbunden werden. PKB/Akt ist hierbei ein zentrales Molekül, das 
indirekt  durch  die  PI3-K  aktiviert  wird  und  dessen  Aktivität  von  den  gleichen 
Wachstumsfaktoren  abhängt,  die  auch  eine  Aktivierung  der  PI3-K  bewirken  [118]. 
Dominant negative Formen von PKB/Akt können Zellen gegenüber apoptotischen Stimuli 
resensitivieren [150].    1. Einleitung 
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¾ PKB/Akt besitzt eine Schlüsselrolle bei der Modulierung apoptotischer Effektormoleküle 
wie z.B. Bad, Caspase-9, Forkhead oder IKK und verschiebt die Balance innerhalb dieser 
Kaskade in Richtung Unterbindung apoptotischer Signale [116].  
¾ Durch  Veränderung  der  Kompartimentierung  der  Zellzyklus-Inhibitoren  p21  und  p27 
sowie durch Verhinderung der transkriptionellen Aktivität des Tumorsuppressorproteins 
p53  mittels  der  Phosphorylierung  von  MDM2,  wird  Zellzyklusarrest  und  Apoptose 
verhindert [109]. 
¾ Die  drei  Isoformen  von  PKB/Akt  konnten  in  verschiedenen  humanen  Tumoren  in 
amplifizierter  und/oder  konstitutiv  aktivierter  Form  detektiert  werden.  Zu  den 
Tumorentitäten gehören u.a. Gliome, Magen-, Prostata-, Brust-, Ovarial- oder Pankreas-
karzinome. Manche dieser Tumore (insbesondere Gliome und Pankreastumore) sind als 
intrinsisch chemoresistent beschrieben und es bestehen keine effektiven Chemotherapie-
Optionen [19, 110, 111, 152]. 
Da eine Aktivierung von PKB/Akt nicht nur für die Unterdrückung apoptotischer Stimuli 
sorgt, sondern auch eine gewisse Rolle bei der Vermittlung von Chemoresistenz zu spielen 
scheint, stellt diese Kinase ein attraktives Zielmolekül für neuartige anti-tumorale Therapie-
strategien dar [114]. Die Entwicklung potenter PKB/Akt Inhibitoren dürfte demnach nicht nur 
die  apoptotischen  Signalwege  in  Tumorzellen  wiederherstellen,  sondern  auch  zu  einer 
Sensitivierung von Tumoren gegenüber heutigen Standard-Chemotherapeutika führen.  
Wie  kürzlich  gezeigt  werden  konnte,  wiesen  Akt2(-/-)  knock-out  Mäuse  eine  deutliche 
Beeinflussung des Glucosestoffwechsels (Hyperglykämie), Insulin-Resistenz und ein mildes, 
Diabetis  mellitus-ähnliches  Syndrom  auf,  während  Akt1(-/-)  knock-out  Mäuse  organische 
Wachstumsstörungen und ansonsten einen relativ milden Phänotyp offenbarten [205, 206]. 
Die metabolischen Abnormitäten, die durch das Fehlen von PKB/Akt2 hervorgerufen wurden, 
konnten  durch  PKB/Akt1  und  3  nicht  kompensiert  werden,  was  den  deutlich  größeren 
Einfluss von PKB/Akt2 auf den Glucosestoffwechsel im Vergleich zu den beiden anderen 
Isoformen unterstreicht. Der relativ milde Phänotyp in PKB/Akt1 knock-out Mäusen könnte 
dagegen  darauf  zurückzuführen  sein,  dass  PKB/Akt2  und  3  zelluläre  Aufgaben  von 
PKB/Akt1 teilweise übernehmen können. Zur Minimierung von Nebenwirkungen erscheint es 
daher  sinnvoll,  einen  selektiven  Hemmstoff  von  PKB/Akt1  und  nicht  von  PKB/Akt2  zu 
suchen,  da  dieser  den  Glucosestoffwechsel  nur  in  geringem  Maße  beeinflussen  sollte. 
Aufgrund der sehr großen Homologie der PKB/Akt Isozym-Kinasedomänen wird es jedoch 
schwierig sein, eine solche Selektivität zu erreichen.    1. Einleitung 
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Die  Aufgabenstellung  dieser  Promotionsarbeit  umfasste  zwei  Arbeitsgebiete,  die  in  der 
pharmazeutischen  Wirkstoffforschung  von  zentraler  Bedeutung  sind:  Zum  einen  die 
Entwicklung von Testsystemen zur Wirkstofffindung sowie zum anderen die Identifizierung 
und  Validierung  von  zellulären  Zielstrukturen,  durch  deren  Modulation  sich  ein 
therapeutischer Nutzen erzielen lässt.  
Im ersten Teil dieser Arbeit sollte ein Testsystem etabliert werden, mit dem sich spezifische 
Inhibitoren der Protein-Protein-Interaktion von Ras und Raf-1  LQYLWURdetektieren lassen. In 
einer  Vielzahl  maligner  Transformationen  spielt  die  Dysregulation  der  Ras-Signalkaskade 
eine bedeutende Rolle, wobei der Protein-Protein-Interaktion zwischen Ras und Raf bei der 
Aktivierung dieses mitogenen Signalwegs eine Schlüsselfunktion zukommt [20, 37]. Durch 
Inhibition  dieser  Interaktion  könnte  daher  tumorales  Wachstum  verringert  werden.  Als 
System  zur  Detektion  von  Protein-Protein-Interaktionen  wurde  die  intracistronischen  b-
Galaktosidase  Komplementation  ausgewählt,  bei  der  zwei  nicht-funktionelle  Deletions-
mutanten der b-Galaktosidase durch Fusion mit interagierenden Proteinpaaren einen aktiven 
Enzymkomplex  bilden  können  [62-64].  Bereits  eine  schwache  Inhibition  der  Ras-Raf-
Interaktion durch die Zugabe potentieller Inhibitoren ließe sich so über eine Verringerung der 
b-Galaktosidase Enzymaktivität mittels eines fluorogenen Substrats sehr gut detektieren.  
Der zweite Teil der Arbeit umfasste die Validierung der Kinase PKB/Akt als ein potentielles 
Zielmolekül in der Tumortherapie. In einer Vielzahl wissenschaftlicher Publikationen wurde 
die Bedeutung von PKB/Akt als zentralem Mediator zellulärer Überlebenssignale beleuchtet 
und verschiedene zelluläre Substrate von PKB/Akt identifiziert [109, 115]. Bei der Analyse 
verschiedener  ovarialer  und  Lungenkarzinom-Zelllinien  wurden  darüber  hinaus  Hinweise 
gefunden, dass eine Überexpression bzw. konstitutive Aktivierung von PKB/Akt mit dem 
Auftreten  von  Chemoresistenz  korreliert  und  somit  PKB/Akt  bei  der  Vermittlung  von 
Chemoresistenz beteiligt sein könnte [18, 114]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch die 
Entwicklung geeigneter zellulärer Modelle die Kausalität von konstitutiver Aktivierung der 
Kinase  PKB/Akt  und  dem  Auftreten  von  Chemoresistenz  dargelegt  sowie  molekulare 
Mechanismen der Vermittlung von Chemoresistenz durch PKB/Akt aufgeklärt werden. 
  2. Material 





Autoklav  Fedegari/Tecnomara 
Beta-Counter  Trilux
â Microbeta - Perkin Elmer 
Brutschränke  Forma Scientific 
Elektrophoresekammern  Subä DNA Cell - BioRad 
Elektroporator  GenePulserä - BioRad 
Eis-Maschine  Ziegra 
Flüssigchromatographiesystem  ÄKTAä Prime - Amersham Pharmacia 
Geldokumentation   TV-Zoom Kamera - Cosmicar 
Heizplatte / Rührer  Ikamag RCT - IKA-Labortechnik 
Inkubationsschüttler  Modell G25 - New Brunswick Scientific 
Kühl- und Gefrierschränke  Liebherr 
Mikrowellenherd  NN-K206B - Panasonic 
Mikroskop  Telaval 31 - Zeiss 
Mikrotiterplatten-Photometer  Victor
â1420 Multilabel Counter - Wallac 
MilliQ Anlage  Milli-Q UF Plus - Millipore 
Mini-Coldlab  Bromma  
Multipette  Eppendorf 
pH-Meter  761 Calimatic - Knick 
Pipetboy  Acu - Tecnomara 
Proteingel-Elektrophoresekammer  MiniProtean
â 3 - BioRad 
Proteingel-Blotting Apparatur  Trans-Blot Semi Dry Transfer Cell - BioRad 
Schüttler  REAX 2000 - Heidolph 
Schüttler  Mts 4 - IKA-Labortechnik 
Sterilbank  Meissner + Wurst 
Sequenziergerät  ABI Prism Genetic Analyzer 310 
Spannungsgeber  EPS 500/400 - Pharmacia LKB 
Spannungsgeber (Proteingele)  Powerpac 200 - Biorad 
Taumler  GFL 
Thermocycler  GeneAmp 9700 TC - Perkin Elmer 
Thermomixer  Modell 5437 - Eppendorf  
Tischzentrifuge  Centrifuge 5402 - Eppendorf 
  Rotor: F45-18 
Tischzentrifuge  Biofuge 15R - Heraeus 
  Rotor: #3743 (max. 17000rpm) 
Tischzentrifuge  Megafuge1.0R - Heraeus 
  Rotor: #2705 (max. 5000rpm) 
Transilluminator  Spectroline 
Überkopfschüttler  Heidolph 
Ultrazentrifuge  L8-M - Beckman 
  Rotor: SW-55Ti 
UV/VIS-Spektral-Photometer  UVIKON XS - Bio-Tek-Instruments 
Vakuum Konzentrator  Bachofer 
Wasserbäder  GFL   2. Material 
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Waage  MC1 Laboratory LC620D - Sartorius 
Zellzählgerät  Particle Counter - Coulter 
Zentrifuge  RC Plus - Sorvall 
  Rotor: GSA / GS3 / SS34 
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Graph Pad Prism  Graph Pad Software, San Diego, USA 
Lab Power Junior  Lab Power Software, Neufahrn 




Blottingpapier  Schleicher & Schuell, Dassel  
Centriplusä Concentrators YM-50  Amicon, Beverly, USA 
Combitips  Eppendorf, Hamburg 
Dialyseschlauch (Durchmesser: 2,54cm)  Medicell International, London, England 
Einfrierröhrchen  Nalge Nunc Int., Roskilde, Dänemark 
Einmalpipetten  Costar, Corning, USA 
Elektroporationsküvetten  Eppendorf, Hamburg 
Falcon Röhrchen 15ml  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Falcon Röhrchen 50ml  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Film Biomax ML  Kodak / Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Gewebekulturflasche T25  Falcon, Franklin Lakes, USA 
Gewebekulturflasche T75  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Gewebekulturflasche T175  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Gewebekulturplatte, 6-Loch, klar  Falcon, Franklin Lakes, USA 
Gewebekulturplatte, 24-Loch, klar  Falcon, Franklin Lakes, USA 
Gewebekulturplatte, 96-Loch, klar  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
96-Lochplatten, ½ Volumen, High Binding  Costar, Corning, USA 
Petrischale, unbeschichtet  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Pipetten  Eppendorf, Hamburg 
PVDF-Membran  Millipore, Bedford, USA 
Reaktionsgefäße (1.5 und 2ml)  Eppendorf, Hamburg 
Sterilfilter  Schleicher & Schuell, Dassel 
Vakuum Filtrationssystem, 50ml /0,22µM  Millipore,Bedford, USA 
Zellkulturschalen Nucleon
â (10cm / 14cm)  Nalge Nunc Int., Roskilde, Dänemark 




ABTS Tabletten  Roche Diagnostics, Mannheim 
Acrylamidstammlösung (30%)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Agarose NA  Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
Albumin, Rind Fraktion V  Biomol, Hamburg 
Ammoniumacetat  Merck, Darmstadt 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Merck, Darmstadt   2. Material 
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Ampicillin  Boehringer Ingelheim, Heidelberg 
ATP  Roche Biochemicals, Mannheim 
Bacto
®Agar  Difco, Detroit, USA 
Bacto
® Peptone  Difco, Detroit, USA 
Bacto
®Tryptone  Difco, Detroit, USA 
Bacto
®Yeast Extract  Difco, Detroit, USA 
Bromphenolblau  Merck, Darmstadt 
Chelating Sepharose Fast Flow  Amersham Pharmacia, Uppsals, Schweden 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Dithiothreitol  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Entwickler: Processing chemicals  Kodak / Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Essigsäure (100%)  Merck, Darmstadt 
Ethanol, p.a.  Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Fixierbad: X-Omat et RP-X-Omat A  Kodak / Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
Formaldehyd 37%  Merck, Darmstadt 
Glycerin  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Harnstoff  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
HEPES, Hemisodium Salz  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
IGEPAL CA-630 (NP 40)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
Imidazol  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
IPTG  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumacetat  Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid  Merck, Darmstadt 
Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt 
Methanol, p. a.  Merck, Darmstadt 
Natriumacetat  Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid  Merck, Darmstadt 
Natriumfluorid  Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid  Merck, Darmstadt 
Natriumorthovanadat  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Nickel-NTA Agarose  Qiagen, Hilden 
Nickel-NTA Superflow Sepharose  Qiagen, Hilden 
Nickelsulfat  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
PBS Dulbecco’s, 1x  Biochrom KG, Berlin 
PMS (N-Methyl-dibenzopyrazin-methylsulfat) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Polyethylen-Glycol MW8000  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Poly-Glu-Tyr  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
2-Propanol, p.a.  Merck, Darmstadt 
Protease Inhibitor Cocktail for Yeast  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Rainbow coloured Protein Marker  Amersham Pharmacia, Piscataway, USA 
Sacharose  Merck, Darmstadt 
Salmon sperm DNA, Na
+-Salz  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Salpetersäure  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Salzsäure, 37%  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Sodiumdodecylsulfat (SDS)  Merck, Darmstadt 
Temed (N-N-N-N-Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Titriplex III (EDTA)  Merck, Darmstadt 
Tris  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Triton X-100  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trypanblau  Biochrom KG, Berlin   2. Material 
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Tween 20  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
X-Gal  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
XTT (Natrium-3’-[1-(phenylamino-carbonyl)- 
3,4 tetrazolium] bis-(4-methoxy-6-nitro)- 




Bam H I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Bsi W I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Cla I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Eco 47 III   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Fsp I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Hind III   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Kpn I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Nde I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Nhe I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Not I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Pme I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Pml I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
Sac I   New England Biolabs, Schwalbach/Ts 
 
2.5.2. DNA-modifizierende Enzyme 
CIP (calf intestine phosphatase)  Roche Biochemicals, Mannheim 
Pfu Polymerase  Stratagene, La Jolla, USA 
T4 DNA Ligase  New England Biolabs, Schwalbach/Ts 




anti-A1 (Bfl-1)  1:750  VF
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-b-Actin  1:7500  $ 
monoklonal, Maus Ascites  Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
 
anti-Akt   1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
 
anti-Akt1-Sepharose    VF 
polyklonal, Ziege    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Akt-Phospho-Thr308  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
 
anti-Akt-Phospho-Ser473  1:1000  
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
   2. Material 
  35 
anti-Akt-Phospho-Ser473  1:1000  68601N 
polyklonal, Kaninchen    BD Biosciences, Heidelberg 
 
anti-Apaf-1  1:1000  VF
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Bax  1:500  VF 
monoklonal, Maus, B-9    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Bcl-2  1:750  VF
monoklonal, Maus, C-2    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Bcl-xs/l  1:750  VF
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Caspase 3  1:500 
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
 
anti-Caspase 3 cleaved  1:1000  
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
 
anti-Caspase 7   1:1000  
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-Caspase 7 cleaved  1:1000   
polyklonal, Kaninchen     Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-Caspase 8  1:1000   
monoklonal, Maus, 1C12     Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-Caspase 9  1:1000  
polyklonal, Kaninchen     Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-Caspase 9 p35  1:1000  VF 
polyklonal, Kaninchen     Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Caspase 9 cleaved  1:1500  
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
 
anti-Caspase 9-Phospho Ser196  1:750  VF 
polyklonal, Ziege    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-FADD  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA 
 
anti-FAK  1:2000  ) 
polyklonal, Kaninchen    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
 
anti-FAS (Apo-1)  1:1000  VF 
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-human Apo-1/FAS-FITC    %06), 
monoklonal, Maus    Bender MedSystems, Wien, Österreich 
 
anti-FKBP12  1:2000  6$ 
polyklonal, Kaninchen    Biomol Laboratories, Plymouth, USA 
 
anti-FLAG, M2  1:7500  )
monoklonal, Maus    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
 
anti-FLAG, M2, Affinity Gel    $ 
monoklonal, Maus    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
 
anti-Flips/l   1:1000  VF
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
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anti-Flipa   1:2000  
polyklonal, Kaninchen    Prosci, Poway, USA 
 
anti-Flipg/d   1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Prosci, Poway, USA 
 
anti-b-Galactosidase  1:5000  =
monoklonal, Maus Ascites    Promega, Madison, USA 
 
anti-Penta-HIS  1:1000   
monoklonal, Maus    Qiagen, Hilden 
 
anti-c-IAP  1:750  VF 
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-IGF-1-Rb  1:1000  VF 
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-IkB-a  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-IkB-a-Phospho Ser32  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-MDM2  1:1000  237 
monoklonal, Maus, Ab-2    Oncogene Research Products, Boston, USA 
 
anti-NFkB p50  1:1000  VF 
polyklonal, Ziege    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-NFkB p65  1:1000 VF 
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-p21  1:750  VF 
monoklonal, Maus, F-5  Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-p27  1:750  VF 
monoklonal, Maus, F-8  Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-p53  1:1000  VF 
monoklonal, Maus, Bp53-12    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-p53-Phospho Ser15  1:1000  
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA   
 
anti-p53-Phospho Ser20  1:1000  
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA   
 
anti-p53-Phospho Ser46  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA   
 
anti-PARP  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
 
anti-PTEN  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
anti-RIP  1:1000  VF 
polyklonal, Kaninchen    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-Survivin  1:1000  
polyklonal, Kaninchen    Prosci, Poway, USA 
 
anti-TNF-Rezeptor1  1:1000  VF 
monoklonal, Maus, H-5    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
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anti-TRADD  1:1000  VF 
polyklonal, Ziege    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
anti-XIAP  1:1000   
polyklonal, Kaninchen    Cell Signaling Technology, Beverly, USA  
 
6HNXQGlUH$QWLN|USHU .RQ] %HVWHOOQXPPHU+HUVWHOOHU
anti-Maus IgG-HRPO  1:5000  1() 
    NEN Life Science Products, Boston, USA 
 
anti-Kaninchen IgG-HRPO  1:5000  1() 
    NEN Life Science Products, Boston, USA 
 
anti-Ziege IgG-HRPO  1:5000  VF 
    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
Protein A-Agarose     VF
    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
Protein G PLUS-Agarose     VF  
    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
Protein A/G PLUS-Agarose     VF 
    Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
 
2.5.4. Zellkulturmedien, Medienzusätze, Antibiotika, Liganden 
DMEM/Nut Mix F-12 1:1 (Glutamax)  Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland 
McCoys 5a  Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland 
RPMI 1640  Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland 
Nut Mix F-12 (HAM) (Glutamax)  Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland 
 
FCSi (foetal calf serum-inactivated)  Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland 
HSi (Horse serum-inactivated)  Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland 
L-Glutamin  Biowhittaker, Verviers, Belgien 
Penicillin/Streptomycin  Biowhittaker, Verviers, Belgien 
 
EGF (epidermal growth factor)   Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Hydrocortison  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
IGF (insulin-like growth factor)  Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA 
Insulin  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
 
EDTA Versen 1% (w/v) in PBS  Biochrom KG, Berlin 
Trypsin-Versen  Biowhittaker, Verviers, Belgien 
 
Blasticidin  Invitrogen, Carlsbad, USA 
Hygromycin  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Zeocin  Invitrogen, Carlsbad, USA 
 
Fas Ligand (rekombinant, human) Kit  Alexis, San Diego, USA 
TNF-a, rekombinantes Protein  Oncogene Research Products, Boston, USA 
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2.5.5. Plasmide 
Die Numerierung und Bezeichnung der Vektoren und Konstrukte richtet sich nach der in der 
ASTA MEDICA AG / Abteilung TMB geführten gleichnamigen Oracel-Datenbank. 
 
9HNWRUHQ
#13  pBluescript SK (+) 
#32   pFLAG 
#48  pcDNA3.1/Hygro 
#70  pcDNA6/V5-His B 
 
*HQH
#42  pSV-ß-Galactosidase 
 
+HIHYHNWRUHQ
#1  pPICZ B 
#4  pPIC3.5K 
 
.RQVWUXNWH±/DERU
#8  pLex A-ras (Template für PCR) 
#13  pSBC 2-c-raf-1-(AS1-149) (Template für PCR) 
#34  pCM 184 FKBP12 (Template für PCR) 
#43  pRS 413 lex A Activin-R-1 (Template für PCR) 
 
#47  pPICZ-B-lacZ 
#49  pPICZ-B-lacZ-Da 
#51  pPICZ-B-lacZ-Dw 
#53  pPICZ-B-lacZ-Dm 
#55  pPICZ-B-lacZ-Da-ras 
#57  pPICZ-B-lacZ-Dw-raf 
#59  pPICZ-B-lacZ-Da-Activin-R-1 
#61  pPICZ-B-lacZ-Dw-FKBP12 
#64  pPIC3.5K-B-lacZ 
#65  pPIC3.5K-B-lacZ-Da 
#66  pPIC3.5K-B-lacZ-Dw 
#67  pPIC3.5K-B-lacZ-Dm 
#82  pFLAG-lacZ 
#83  pFLAG-lacZ-Da-ras-HIS 
#84  pFLAG-lacZ-Dw-raf-HIS 
#85  pFLAG-lacZ-Da-Activin-R-1-HIS 
#86  pFLAG-lacZ-Dw-FKBP12-HIS 
#87  pFLAG-lacZ 
#88  pFLAG-lacZ-Da 
#89  pFLAG-lacZ-Dw 
#90  pFLAG-lacZ-Dm 
#91  pFLAG-lacZ-Da-ras 
#92  pFLAG-lacZ-Dw-raf 
#93  pFLAG-lacZ-Da-Activin-R-1 
#94  pFLAG-lacZ-Dw-FKBP12 
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.RQVWUXNWH±/DERU
#9  pcDNA3.1/Hygro-FLAG-Akt1-DPH-farn. 





#352:  5’-GCATAACCACCACGCTCATCGATAATTTCACCGCCG-3’ 
#355:  5’-GCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAA-3’ 
#357:  5’-CGATATGCGGCCGCCAGCGGTGCACGGGTGAACTGAT-3’ 
#358:  5’-GCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACG-3’ 
#359:  5’-CCATATGCGCAACTGTTGGGAAGGAACGACGGCCAGTGAATCCGTAA-3’ 
#360:  5’-GCTTATGCGCAGCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGAC-3’ 
#361:  5’-CGCCACCAATCCCCATATGGAAACCGTCGAT-3’ 
#362:  5’-GCTGCCACGTGATGACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTG-3’ 
#364:  5’-GGGCACACGTGATGGGAGTGCAGAGGTGGAAACCA-3’ 
#366:  5’-GGCAGCACGTGATGGAGCACATACAGGGAGCTTGG-3’ 
#370:  5’-GCACGGGTACCGGGAGAGCACACACTTGCAGCTCAT-3’ 
#371:  5’-GGCGTGGTACCCTTCCAGTTTTAGAAGCTCCACATCG-3’ 
#372:  5’-GGCACGGTACCCAAGCTTCAGGAACGTCTTCCGAGC-3’ 
#373:  5’-GCCTGCCACGTGATGAACTATCATCAGCGTGTCTATCACAACCGC-3’ 
#374:  5’-GGCTGGGTACCGGATCTTCACGTCTTCCTGCACGCTG-3’ 
#427:  5’-CTGTAGAAGCTTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTC-3’ 
#444:  5‘-CAAGCCCTCGAGTCAATGATGATGATGATGATGGGCGGCCGCTTTTTGACACC-3‘ 
#535:  5'-GTATACCCCGTACGTCTTCCCG-3' 
#536:  5'-GCGATAACGAGCTCCTGCACTGG-3' 
#537:  5'-CGGACGCTCGAGATCATGATGATGATGATGATGTTTTTGACACCAGACCAACTGG-3' 
#539:  5'-CGGACGCTCGAGATCATGATGATGATGATGATGCAGCGGTGCACGGGTGAACTG-3' 
 
#413:  5'-AAGGACGACGACGACCTGGAATTCGCTGACGGCCTCAAGAA-3'  
#414:  5'-ATGCTAGCGCCACCATGGACTACAAGGACGACGACGAC-3'  
#415:  5'-CTTGCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCTAGAGGCGCTGCTGCTGGC-3'  
#416:  5'-TATGTTTAAACTCACATGATCACGCACTTGGTCTTGCTCTTCTTCTT-3' 
 
2.5.7. Kits 
Akt Kinase Assay Kit   Cell Signaling Technology, Beverly, USA 
Big Dye
â Terminator Cycle Sequencing Kit  Perkin Elmer, Boston, USA 
Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit  Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA 
Caspase-8 Assay Kit  Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA 
Caspase-9 Colorimetric Assay Kit  R&D Systems, Minneapolis, USA 
Cell Death Detection ELISA
PLUS  Roche Diagnostics, Mannheim 
Cytochrom C ELISA  Oncogene Research,  
Expandä High Fidelity PCR System Roche Diagnostics, Mannheim
first strand cDNA Kit   Roche Diagnostics, Mannheim 
Fugeneä Transfection Reagent  Roche Diagnostics, Mannheim 
Galacto-Light Plus ä Kit  Tropix, Bedford, USA 
High Pureä PCR Product Purification Kit  Roche Diagnostics, Mannheim 
NucleoBond
â Plasmid Maxi Kit  Clontech, Palo Alto, USA   2. Material 
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Protein Assay  BioRad Laboratories, München 
QIAquick Gel Extraction Kit  Quiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit  Quiagen, Hilden 
RNeasy Kit  Quiagen, Hilden 
Silica Spin Disc Plasmid DNA Mini Kit  Biometra, Göttingen 




























































Pichia Pastoris GS115  Invitrogen, Carlsbad, USA 
 
Pichia Pastoris SMD1168  Invitrogen, Carlsbad, USA 
 
2.6.3. Säugerzelllinien 
NCI H440  ATCC Nr. HTB-177 
 
A-549  ATCC Nr. CCL-185  
 
SK-OV-3  ATCC Nr. HTB-77  
 
MCF10A  ATCC Nr. CRL-10317  
  3. Methoden 




3.1.1.   Herstellung chemokompetenter E.FROL Zellen 
6WDPP0&'+D;/%OXH
Eine Übernachtkultur eines Einzelklons von E.FROL MC1061, DH5a bzw. XL1-Blue wird in 
5ml TYM-Medium herangezogen. Mit 0,5ml dieser Kultur werden 500ml TYM-Medium in 
einem Fernbach-Kolben angeimpft und bei 37°C bis zu einer OD600nm von 0,6 kultiviert. Das 
Wachstum  wird  durch  Zugabe  von  Brucheis  und  gleichzeitiger  Kühlung  im  Eisbad 
abgestoppt. Anschließend werden die Zellen in einer Sorvall-Kühlzentrifuge im GSA-Rotor 
bei 6000rpm und 4°C für 10 Minuten pelletiert. Bei allen nachfolgenden Schritten ist auf Eis 
zu arbeiten, und es sollte darauf geachtet werden, dass die Geräte und Lösungen vorgekühlt 
sind.  
Der Überstand wird verworfen und die Zellen in 100ml TFB-1-Puffer resuspendiert. Nach 
erneuter  Zentrifugation  (wie  oben  beschrieben)  werden  die  Zellen  in  20ml  TFB-2-Puffer 
resuspendiert,  rasch  aliquotiert  und  in  flüssigem  Stickstoff  schockgefroren.  Die  Lagerung 
erfolgt bei -80°C. Die Transformationsrate von ca. 1x10
7 cfu/mg pUC19-DNA bleibt so über 
Monate erhalten. 
 




















MnCl2 und CaCl2: 2M Stammlösungen 
ansetzen (steril) und erst nach dem 
autoklavieren der Lösung zugeben 





Na-MOPS pH 7 
KCl 
CaCl2 




Mit 1ml einer Übernachtkultur von E.FROL ER2507 werden 100ml LB-Medium beimpft. Die 
Zellen wachsen bei 37°C und 220rpm bis zu einer OD600nm von 0,5 (±0,05) heran (ca,2,5-3h). 
Die  Kultur  wird  sofort  mit  Brucheis  und  einem  Eiswasserbad  abgekühlt.  Es  folgt  eine 
fünfminütige Zentrifugation der Zellen bei 6000rpm (GSA Rotor Sorvall, Zentrifuge) und   3. Methoden 
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4°C.  Das  Zellpellet  wird  in  10ml  eiskalter  TSS-Lösung  resuspendiert  und  direkt  für  die 
























sterilfiltrieren und bei 4°C lagern; haltbar für 
ca. zwei Wochen bei 4°C 
 
3.1.2.   Bestimmung der Transformationsrate chemokompetenter E.FROL Zellen 
Die  Qualität,  d.h.  die  Anzahl  zur  DNA-Aufnahme  befähigter  kompetenter  E.  FROL-Zellen, 
variiert  in  Abhängigkeit  von  verschiedenen  Faktoren  (Wachstum,  Präparation,  Lösungen 
usw.)  von  Präparation  zu  Präparation.  Daher  sollte  nach  jeder  Präparation  die  ‘cfu’ 
(koloniebildende  Einheit)  bestimmt  werden.  Als  Referenzplasmid  wird  pUC19  (2686bp) 
verwendet. Die Einheit ‘cfu’ bezieht sich auf 1µg Plasmid und 100µl kompetente Zellen. 
Von einer bestimmten Plasmid-Verdünnung ausgehend werden 200µl kompetente Zellen mit 
10µl  dieser  Lösung  nach  Standardprotokoll  transformiert.  Nachfolgend  wird  der 
Transformationsansatz  in  mehreren  10
-1-Schritten  in  kaltem  LB-Medium  verdünnt  (100µl 
Transformationsansatz  +  900µl  LB-Medium).  Jeweils  100µl  verschiedener  Verdünnungs-
stufen  werden  mit  Hilfe  des  Trigalski-Spatels  auf  LB-Platten  mit  entsprechendem 
Antibiotikum ausplattiert und die Platten über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am 
nächsten Morgen lassen sich die Platten auszählen und so die ‘cfu’ bestimmen. 
 
3.1.3.  Transformation von Plasmid DNA in chemokompetente E.FROL Zellen 
6WDPP0&;/%OXH
Kompetente  Zellen  werden  auf  Eis  aufgetaut. 120µl  Bakteriensuspension  werden  mit  1µl 
Plasmid-DNA bzw. 20µl eines Ligationsansatzes vermischt und für 20min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wird der Ansatz für 90 Sekunden auf 42°C erhitzt und dann sofort wieder auf 
Eis gestellt. Die Bakteriensuspension wird auf eine mit Topagar beschichtete LB-Platte mit 
entsprechendem Antibiotikum pipettiert, mit dem Trigalski-Spatel gleichmäßig verteilt und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
6WDPP(5'+D
Kompetente  Zellen  werden  auf  Eis  aufgetaut. 120µl  Bakteriensuspension  werden  mit  1µl 
Plasmid-DNA bzw. 20µl eines Ligationsansatzes vermischt und für 20min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wird der Ansatz für 90 Sekunden auf 42°C erhitzt und dann sofort wieder auf 
Eis  gestellt.  Zu  dem  Transformationsansatz  werden  1ml  LB-Medium  zugegeben  und  der 
Ansatz für mindestens 30min bei 37°C unter Agitation inkubiert. Die Bakteriensuspension 
wird auf eine LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum pipettiert, mit dem Trigalski-Spatel 
gleichmäßig verteilt und über Nacht bei 37°C inkubiert.   3. Methoden 
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/%3ODWWHQ 10g   Bacto-Tryptone 
  5g   Bacto Yeast-Extract  
  5,84g   NaCl  
  15g   Agar  
 
- ad 1000ml (MilliQ), autoklavieren 
- Zugabe von Ampicillin, wenn Lösung handwarm 
- nach Antibiotikazugabe mischen und Platten gießen  
 
/RZ6DOW/%3ODWWHQ 10g   Bacto-Tryptone 
  5g   Bacto Yeast-Extract  
  5g   NaCl  
  15g   Agar  
 
- ad 1000ml (MilliQ), autoklavieren 
- Zugabe von Zeocin, wenn Lösung handwarm 
- nach Antibiotikazugabe mischen und Platten gießen  
 
6WDPPO|VXQJHQ$QWLELRWLND Ampicillin  100mg/ml  Endkonzentration: 200µg/ml 
  Zeocin  100mg/ml  Endkonzentration: 25µg/ml 
 
3.1.4.  Präparation von Plasmid-DNA aus E. FROL-Zellen 
Für  eine  Plasmidisolierung  im  kleinen  Maßstab,  von  1,5ml  Übernachtkultur,  wird  der 
Plasmidextraktionskit von Biometra nach den Vorschriften des Herstellers verwendet. 
 
Für eine Plasmidisolierung im präparativen Maßstab, von 200ml Übernachtkultur, wird der 
„Maxiprep“  Plasmidextraktionskit  von  Clontech  nach  den  Vorschriften  des  Herstellers 
verwendet. 
 
3.1.5.  Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA 
Das  Schneiden  von  DNA  mit  Restriktionsendonukleasen  erfolgt  nach  Angaben  des 
Enzymherstellers  (New  England  Biolabs)  in  den  jeweiligen  Puffersystemen.  In  der  Regel 
werden 1µg Plasmid DNA mit 10 Einheiten Enzym in einem solchen Volumen verdaut, dass 
die Glycerinkonzentration in dem Restriktionsansatz maximal 5% beträgt. 
Der Ansatz wird 2-4h  bei der vom  Hersteller empfohlenen Temperatur  inkubiert und  die 
Reaktion  anschließend  mit  5µl  3-fach  Probenpuffer  abgestoppt.  Die  Auftrennung  der 
Restriktionsfragmente erfolgt durch Elektrophorese in einem 0,5 bis 2%igen Agarose-Gel in 
1x TAE Laufpuffer bei 8Volt/cm Gellänge. 
Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wird der QIAquick
â Gelextraktionskit 








pH8 mit konzentrierter Essigsäure einstellen 
vor Gebrauch 1:50 mit MilliQ verdünnen und 
0,5mg/l Ethidiumbromid zufügen 
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3.1.6.  Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
Vor  Einklonierung  eines  DNA-Fragments  in  ein  Plasmid  ist  es  zweckmäßig,  die  5’-
Phosphatgruppen  der  linearisierten  Vektor-DNA  zu  entfernen,  um  eine  Religation  der 
Vektorenden  zu  vermeiden,  wodurch  es  zu  einer  geringeren  Ausbeute  an  rekombinanten 
Plasmiden kommt. Dies ist besonders dann möglich, wenn die Subklonierung mit nur einem 
Restriktionsenzym durchgeführt wird. 
Die  linearisierte  Vektor-DNA  wird  30min  mit  1Einheit/µg  DNA  alkalischer  Phosphatase 
(CIP,  „calf  intestinal  alkaline  phosphatase“,  Roche  Biochemicals)  im  Reaktionspuffer  bei 
37°C inkubiert. Das weitere Vorgehen entspricht dem mit restriktionsverdauter DNA. 
 
3.1.7.  Ligation von DNA-Fragmenten 
DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 5’-Phosphat- 
und 3’-Hydroxylgruppen. Die Reaktion ist abhängig von Mg
2+ Ionen und ATP. In einem 
Ligationsansatz werden der Vektor und das DNA-Insert in einem molaren Verhältnis von ca. 
1:4 eingesetzt. Die Ligation erfolgt bei 15°C über Nacht in einem möglichst kleinen Volumen 
(15-30µl) mit dem vom Hersteller gelieferten Ligasepuffer und einer Einheit an T4-Ligase. 
 
3.1.8.  „Polymerase Chain Reaction” (PCR) 
Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgt in einem Perkin Elmer Gene Amp
â 9700 
Thermocycler.  Das  Reaktionsvolumen  beträgt  50µl  bestehend  aus  der  DNA-Matrize,  5 
Einheiten Pfu DNA Polymerase, Pfu Polymerasepuffer, je 20-100pmol der entsprechenden 



















Die  Amplifikation  der  Matrizen-DNA  erfolgt  durch  mehrere  Zyklen  einer  bestimmten 
Temperaturabfolge. In einem einmaligen, ersten Denaturierungsschritt von 1-5min. bei 94°C 
wird  die  doppelsträngige  DNA  einzelsträngig  gemacht.  Anschließend  folgen  ein  weiterer, 
immer  wiederkehrender  Denaturierungsschritt  bei  94°C  für  30s  bis  1min,  ein 
Hybridisierungsschritt für 30s bis 1min, bei dem die Primer-Oligonukleotide an die Matrizen-
DNA binden und ein Polymerisationsschritt von 30s bis 2min oder länger. Die Temperatur bei 
der  die  Hybridisierung  der  Oligonukleotid-Primer  an  die  Matrize  stattfindet  ist  von  dem 
Schmelzpunkt des Oligonukleotids abhängig und muss deshalb individuell festgelegt werden. 
Die Strangverlängerung erfolgt bei 72°C und die Länge dieses Schrittes richtet sich nach der 
Größe des zu amplifizierenden DNA-Fragments, üblicherweise 1min pro kb.   3. Methoden 













30s-1min X °C 
30s-2min 72°C  
25 oder mehr Zyklen 
 
6min 72°C  
 
Die  Amplifikation  von  längeren  DNA-Sequenzen  erfolgt  mit  Hilfe  des  Expandä  High 
Fidelity  PCR  Systems.  Als  DNA  Polymerase  wird  hierbei  eine  Mischung  aus  Taq  DNA 
Polymerase und Pwo DNA Polymerase verwendet. Die Pwo DNA Polymerase besitzt 3‘-5‘ 
Exonuclease  Aktivität  zum  Korrekturlesen.  Es  wird  der  selbe  Reaktionsansatz  wie  oben 
beschrieben verwendet (Ausnahme: 3 Einheiten des DNA Polymerase Enzym-Mixes anstelle 
der Pfu DNA Polymerase). Die Strangverlängerung erfolgt bei 70°C für Fragmente von 3kb. 
Das  Protokoll  umfasst  zwei  unterschiedliche  Unterprogramme.  Während  der  ersten  zehn 
Amplifikationszyklen erfolgt die Strangverlängerung für 2 Minuten, für die weiteren 15-20 


















30s X °C 




30s X °C 
2min + 5sec Verlängerung für jeden Zyklus 70°C  
15-20 Zyklen 
 
6min 72°C  
 
3.1.9.  Sequenzanalyse von DNA 
Die  Aufreinigung  der zur Sequenzierung  eingesetzten DNA  erfolgt durch  Präparation mit 
dem QIAprep
â Spin Miniprep Kit (Qiagen Kat. Nr. 27106) aus einer Übernachtkultur nach 
den Angaben des Herstellers. 
Die DNA Sequenzierung erfolgt mit Hilfe des BigDye
â Terminator Cycle Sequencing Kits 
(Perkin Elmer) nach dem Prinzip der Dideoxy-Abbruchmethode von F. Sanger. Dabei wird 
die zu sequenzierende DNA neben den vier Desoxynukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP, 
dGTP  und  dTTP)  mit  einer  thermostabilen  DNA  Polymerase  und  den  vier 
Didesoxyribonukleotiden  versetzt.  Diese  enthalten  jeweils  am  Heterozyklenanteil  einen 
Basen-spezifischen  Fluoreszenzfarbstoff.  Dadurch  werden  die  durch  Termination  der 
Polymerase-Reaktion erzeugten DNA-Fragmente spezifisch markiert und können aufgrund 
ihrer  Fluoreszenz  photometrisch  detektiert  werden.  Die  Verlängerungs-  und 
Terminationsreaktionen werden bei Verwendung des BigDye
â Terminator Cycle Sequencing 
Kits in einem Schritt am GeneAmp
â 9700 Thermocycler (Perkin Elmer) durchgeführt. 
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â Terminator Cycle Sequencing Mix 




Um freie Fluoreszenz-markierte Nukleotide vom Reaktionsansatz abzutrennen, werden Centri 
Sep
â Säulen (Perkin-Elmer) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Trennung erfolgt 
nach dem Prinzip der Gelfiltration. Dabei lässt man das Säulenmaterial durch Zugabe von 
750µl HPLC-H2O für 30min quellen. Die überschüssige Flüssigkeit wird durch Zentrifugation 
bei  3000rpm  für  2min  in  einer  Mikrozentrifuge  entfernt.  Der  Reaktionsansatz  wird  dann 
vorsichtig auf die so vorbereitete Säule gegeben, erneut zentrifugiert und der Durchfluss für 
den Probenauftrag im ABI Prism
â310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) verwendet. 
Dazu  werden  4µl  des  Durchflusses  mit  20µl  TSR  Puffer  (Perkin  Elmer)  versetzt.  Der 
Sequenzierungsansatz wird für 2min bei 96°C denaturiert und anschließend sofort auf Eis 
gestellt. Der Ansatz wird in ein Sequenziergefäß überführt und in das automatische Ladegerät 
des  Sequenziergerätes  gestellt.  Der  gesamte  Prozess  von  der  Kapillarbefüllung,  Proben-
injektion, Proben-Auftrennung und Detektion ist vollständig automatisiert.  
Ebenso  wie  bei  klassischen  Methoden  zur  DNA  Analytik  werden  auch  die  Fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Hierfür werden Polymer-
gefüllte  Glaskapillaren  benutzt.  Zur  Anregung  der  Fluoreszenzfarbstoffe  passieren  die 
Fragmente einen bestimmten Bereich des Systems, in dem der Laserstrahl fokussiert ist. Das 
zeitgleich emittierte Licht wird über Spiegelsysteme zur Detektionseinheit zurückgestrahlt. 
Das durch die Fluoreszenzfarbstoffe entsandte Emissionslicht wird durch ein Gitter, einen 
sogenannten Spektrographen, in seine Spektralfarben zerlegt. Die zeitgleiche Detektion der 
Spektralfarben erfolgt mit dem hochauflösenden Pixelfeld einer CCD-Kamera, die Erfassung 
und Verarbeitung der erhobenen Daten mit Hilfe eines Computers und des entsprechenden 
Auswertungsprogramms.  
 
3.1.10.  Klonierung  verschiedener  Deletionsmutanten  der  ß-Galactosidase  und 
der Fusionsproteine 
 
Das Enzym b-Galaktosidase ist in seiner aktiven Form aus vier identischen Untereinheiten 
von  jeweils  116kDa  aufgebaut.  Aus  E.  FROL  Bakterien  konnten  Deletionsmutanten  der  
b-Galaktosidase isoliert werden, die kein aktives Enzym bilden können. Durch die Zugabe 
des deletierten Abschnitts der  b-Galaktosidase zu  diesen Deletionsmutanten lässt sich  die 
Aktivität  des  Komplexes  zum  großen  Teil  aber  rekonstituieren,  ein  Vorgang,  der  in  der 
Literatur als a-Komplementation beschrieben ist. Die N- und die C-terminalen Regionen der  
b-Galaktosidase, die bei der a-Komplementation beteiligt sind, werden als a- bzw. w- Region 
bezeichnet, das Zentralpeptid als m-Region.  
Um ein System zu entwickeln, das Protein-Protein-Interaktionen detektierbar macht, müssen 
Deletionsmutanten gefunden werden, die alleine nur sehr schwach miteinander interagieren 
können.  Erst  durch  die  Fusion  dieser  Deletionsmutanten  mit  einem  interagierenden 
Proteinpärchen  soll  es  zur  Komplementation  und  damit  zu  b-Galaktosidase-Aktivität 
kommen. Abbildung 3-1 zeigt die schematische Darstellung der Deletionsmutanten und der 
Fusionsproteine. Das Konstrukt Da entspricht der natürlich vorkommenden Mutation M15 
und kann aufgrund des Vorhandenseins der zentralen m Domäne die Deletionsmutante Dw nur 
sehr schwach komplementieren. Deletionsmutante Dm sollte in der Lage sein, sowohl Da  als 
auch Dw zu komplementieren und dient daher als Kontrolle. Durch die Fusion der nicht-
interagierenden  Deletionsmutanten  mit  den  beiden  interagierenden  Proteinpärchen  ras-  3. Methoden 
  47 
raf(Interaktionsdomäne) sowie Activin-1B-Rezeptor-FKBP12 soll eine Komplementation ermöglicht 
und  somit  eine  b-Galactosidase-Aktivität  messbar  gemacht  werden.  Die  Struktur  der 
Deletionsmutanten wurde aus der Literatur übernommen [62]. 
 
 

































Das Konstrukt Wildtyp b-Galactosidase wurde durch PCR mit den Primern #351 und #352 
über die Schnittstellen Kpn I / Cla I sowie Verdau von pSV-b-Galactosidase mit Cla I / BamH 
I und  anschließende Subklonierung der  beiden Fragmente in Kpn I /  BamH  I geöffneten 
pBlueskript-Vektor erstellt (siehe Abbildung 3-2). Das fertige Konstrukt konnte nun durch 
Verdau mit Kpn I / Not I aus pBlueskript ausgeschnitten und in die entsprechenden  3LFKLD
SDVWRULV-Expressionsvektoren kloniert werden. 
Zur Erstellung der Deletionsmutanten wurden weitere PCR-Reaktionen mit den Primern #355 
und #357 (Dw-Mutante), #358 und #359 (Da-Mutante), sowie #360 und #361 (Dm-Mutante) 
mit  dem  Vektor  pSV-b-Galactosidase  als  Template  durchgeführt.  Die  PCR-Fragmente 
wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit 
aufgereinigt, Eco47 III / Not I, Hind III / Fsp I bzw. Fsp I / Nde I verdaut und in das jeweils 
ebenso geöffnete Konstrukt pPICZ-B-lacZ (#47) kloniert. Zur Erstellung der Fusionsproteine 
a  m  w 
m  w 
a  m 
a  w  a  w 
Gln 
12 - Arg 
46 
Asp 
789 - Lys 
1023 
Leu 
55 - Phe 
601 
a  m  raf(1-149) 
a  m  FKBP12 
m  w  Activin-R 
m  w  ras   3. Methoden 
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erfolgten erneut PCR-Reaktionen mit den Primern #362 und #370 (ras), #366 und #372 (raf 
Interaktionsdomäne AS1-149), #364 und #371 (FKBP12) sowie #373 und #374 (Activin-R) 
und den Konstrukten (Labor2) #8, #13, #34 und #43 als Templates. Wiederum wurden die 
PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel extrahiert, Pml I / Kpn I verdaut 
und  wie  in  Abbildung  3-1  beschrieben  N-terminal  im  Leserahmen  vor  die  entsprechende 
Deletionsmutante  im  3LFKLD SDVWRULV-Expressionsvektor  kloniert.  Die  Richtigkeit  der 
Sequenzen der Konstrukte wurde mittels Fluoreszenz-Didesoxy-Sequenzanalyse kontrolliert. 
Zur Umklonierung der Deletionsmutanten und der Fusionsproteine in andere 3LFKLDSDVWRULV-
Expressionsvektoren wurde das jeweilige Konstrukt Pml I / Not I verdaut und in den ebenso 
geöffneten Vektor kloniert.  
 

































































































































































































Um  Wildtyp  b-Galactosidase,  die  Deletionsmutanten  und  die  Fusionsproteine  in  E.  FROL 
exprimieren zu können, mussten die Konstrukte in Vektor #32 (pFLAG) umkloniert werden. 
Hierzu wurde mit dem Expandä High Fidelity PCR Kit, den Primern #427 und #444 sowie 
dem  Konstrukt  pPICZ-B-lacZ  (#47)  als  Template  ein  Fragment  amplifiziert,  das  durch 
Verdau  mit  den Restriktionsendonukleasen  Hind  III  und  Xho  I  in  den  ebenso  geöffneten 
Polylinker des pFLAG-Vektor kloniert werden konnte. Dieses Konstrukt (Abb. 3-3 A) war 
nun  der  Ausgangspunkt  für  die  Klonierung  der  Deletionsmutanten-  und  Fusionsprotein-
Konstrukte. Diese wurden zunächst mit den Restriktionsendonukleasen Pml I / Not I aus den 
Hefe-Expressionsvektoren ausgeschnitten und anschließend im Leserahmen in das ebenfalls 
Pml I / Not I geöffnete Konstrukt aus Abbildung 3-3 A kloniert.  
Da  die  Fusionsproteine  zu  Detektions-  und  Aufreinigungszwecken  einen  Histidin(6x)-
Schwanz im Leserahmen enthalten sollten, wurden zwei weitere PCR-Ansätze durchgeführt. 
Für  die  Da-Fusionsproteine  wurde  mit  den  Oligos  #535  und  #537  und  pPICZ-B-Da 
(Konstrukt #49) als Template mit Hilfe der Pfu Polymerase ein PCR-Fragment amplifiziert, 
das nach Aufreinigung mit dem QIAquick Gel Extraction Kit Bsi W I / Xho I verdaut und C-
terminal in die vorher erstellten pFLAG- Da-Fusionsprotein-Konstrukte kloniert wurde (siehe 
Abbildung 3-3 B). Für die Dw-Fusionsproteine wurde mit den Oligos #536 und #539 und 
pPICZ-B-Dw (Konstrukt #51) als Template mit Hilfe der Pfu Polymerase ein PCR-Fragment 
amplifiziert, das nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschließender Aufreinigung 
Sac  I  /  Xho  I  verdaut  und  in  die  vorher  erstellten  pFLAG-Dw-Fusionsprotein-Konstrukte 
kloniert  wurde  (siehe  Abbildung  3-3  C).  Die  erfolgreiche  Klonierung  konnte  im 
Restriktionsverdau durch die Deletion der Not I-Schnittstelle überprüft werden. Abschließend 
wurde  die  Richtigkeit  der  Sequenzen  aller  erstellter  Konstrukte  durch  Sequenzanalyse 
überprüft.   3. Methoden 













Bsi W I 
His
Xho I 
Not I  B
3&5









Sac I  Not I  C
3&5
 
$EE$ $XVJDQJVNRQVWUXNW S)/$**DODFWRVLGDVH  Dieses  Konstrukt  wurde  durch  PCR-
Amplifikation und anschließenden Hind III / Xho I-Verdau in den ebenso geöffneten Polylinker 
des pFLAG-Vektor kloniert. Die Gene der Deletionsmutanten bzw. Fusionsproteine wurden über 
Pml I / Not I-Verdau in dieses Konstrukt eingesetzt.  
 % .ORQLHUXQJVVFKHPD IU S)/$*'D)XVLRQVSURWHLQ.RQVWUXNWH  Um  die  pFLAG-Ausgangs-
konstrukte mit einem C-terminalen HIS-Schwanz im Leserahmen zu versehen, wurde durch PCR 
ein Bsi W I / Xho I Fragment amplifiziert und in die beiden Ausgangskonstrukte kloniert.  
 
  & .ORQLHUXQJVVFKHPD IU S)/$*'Z)XVLRQVSURWHLQ.RQVWUXNWH Um  die  pFLAG-Ausgangs-
konstrukte mit einem C-terminalen HIS-Schwanz im Leserahmen zu versehen, wurde durch PCR 
ein Sac I / Xho I Fragment amplifiziert und in die beiden Ausgangskonstrukte kloniert. 
 
 
3.1.11.   Klonierung eines konstitutiv aktiven PKB/Akt-Derivats  
Konstitutive  Aktivierung  von  PKB/Akt  wird  durch  Membraninsertion  und  anschließende 
Phosphorylierung erreicht. Dazu wurden bislang PKB/Akt-Konstrukte verwendet, die eine N-
terminale Myrestylierungssequenz besitzen [162]. Da es sich bei Myrestylierung jedoch um 
einen irreversiblen kovalenten Prozess handelt, ist nicht sichergestellt, dass dieses Konstrukt 
auch von der Membran dislozieren und somit zu seinen zellulären Zielproteinen gelangen 
kann. Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde ein konstitutiv-aktives Derivat von PKB/Akt 
mit deletierter PH-Domäne (Aminosäuren 1-106) entwickelt, das neben einer N-terminalen 
FLAG-Markierung  auch  eine  C-terminale  Farnesylierungssequenz  gefolgt  von  einen 
polybasischen Schwanz enthält [163]. Die Farnesylierung ist eine reversible Modifikation, da 
sie durch Farnesylesterasen gespalten werden kann.  
Zur Klonierung des Konstrukts wurde zunächst Gesamt-RNA aus MCF10A Zellen mit Hilfe 
des RNeasy Kit der Firma Qiagen (Hilden, Germany) isoliert und diese anschließend unter 
Benutzung des first strand cDNA Kit von Roche Diagnostics (Indianapolis, IN) in cDNA 
translatiert. In zwei PCR Ansätzen wurde mit Hilfe der Primer Paare #413 und #415 bzw. 
#414 und #416 ein Produkt amplifiziert, das für das oben beschriebene Konstrukt kodiert. 
Dieses PCR-Produkt wurde über die Schnittstellen Nhe I und Pme I in den Polylinker der 
Vektoren pcDNA 3.1/Hygro (#48) bzw. pcDNA6-Blasticidin (#70) kloniert.  
   3. Methoden 
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3.2.1.   Verwendete Hefestämme 
6WDPP *HQRW\S 3KlQRW\S








Das methylotrophe Hefesystem Pichia Pastoris wird als Expressionssystem genutzt, mit dem 
sich  hohe  Mengen  rekombinanten  Proteins  herstellen  lassen.  Ein  großer  Vorteil  dieses 
Hefesystems  gegenüber  prokaryontischer  Expression  besteht  in  seiner  eukaryontischen 
Proteinprozessierung, Modifikation und Faltung. Das Expressionsplasmid, das das Gen des zu 
exprimierenden Proteins trägt, wird stabil in den Hefestamm eingebracht und integriert hinter 
dem starken AOX1 (Alkohol Oxidase 1) Promotor, der eine induzierbare Proteinexpression 
ermöglicht. 
 
3.2.2. Stabile Hefetransformation von Pichia Pastoris mittels LiCl-Methode 
Diese Methode ist eine Variation der Lithiumacetat-Transformation von S.  FHUHYLVLDH und 
erreicht eine Transformationseffizienz von 10
2 bis 10
3 cfu/µg linearisierter DNA.  
 








-  ad 900ml mit MilliQ - autoklavieren  
-  Zugabe von 100ml Glucose direkt vor Benutzung 
 
Glucose 
-  autoklavieren 
 








-  ad 1000ml mit MilliQ - autoklavieren  
Zeocin, sobald Medium handwarm 
 
Zunächst wird das zu transformierende Expressionsplasmid mit der Restriktionsendonuklease 
Pme I linearisiert. Nach 2h wird das Enzym durch 5 minütiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert.  
Über Nacht wird nun eine 50ml YPD Kultur mit dem zu transformierenden Pichia Pastoris 
Stamm angeimpft und unter Schütteln bei 30°C inkubiert. Am nächsten Morgen wird die 
OD600 bestimmt und die Kultur auf eine OD600 von 0,6 verdünnt. Nach weiterer Inkubation 
für eine Stunde wird das Wachstum bei einer OD600 von etwa 0,9 gestoppt, indem die Kultur 
zentrifugiert wird (1500g / 4°C / 5min). Das Zellpellet wird nun mit 25ml aq. dest. (steril) 
gewaschen und erneut zentrifugiert (wie oben). Das Zellpellet wird dieses mal in 1ml 100mM 
LiCl-Lösung  (steril)  resuspendiert.  Nach  einem  weiteren  Zentrifugationsschritt  (14000rpm 
Tischzentrifuge / 4°C / 5min) werden die Zellen in 400µl 100mM LiCl resuspendiert.  
Je Transformationsansatz werden 50µl LiCl-kompetenter Zellen mit 10µg linearisierter DNA 
vermischt und für 30min bei 30°C inkubiert. Anschließend erfolgt ein Hitzeschock bei 42°C 
für  25min,  ehe  die  Zellen  erneut  pelletiert  (8000rpm  /  4°C  /  5min)  und  schließlich  nach 
Resuspendierung in 1ml YPD Medium für 4h bei 30°C geschüttelt werden. Nach dieser Zeit 
werden  jeweils  150µl  des  Gesamtansatzes  auf  20ml-YPD-Platten  mit  100µg/µl  Zeocin   3. Methoden 
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ausplattiert und für 3-4 Tage bei 30°C inkubiert, bis sich Kolonien geformt haben, die auf 
Expression des gewünschten Proteins überprüft werden können. 
 
3.2.3. Stabile Hefetransformation von Pichia Pastoris mittels Elektroporation 
Diese  Methode  der  Hefetransformation  weist  im  Vergleich  zur  LiCl-Transformation  eine 
deutlich höhere Transformationseffizienz von 10
3 bis 10
4 cfu/µg linearisierter DNA auf.  
Zunächst  wird  erneut  das  zu  transformierende  Expressionsplasmid  mit  der  Restriktions-
endonuklease Pme I linearisiert. Nach 2h wird das Enzym durch 5 minütiges Erhitzen auf 
95°C  inaktiviert.  Die  einzelnen  DNA-Ansätze  werden  mit  S-200-Säulen  von  Amersham 
Pharmacia entsalzt, um einen Kurzschluss bei der Elektroporation zu verhindern. 
Über Nacht wird  eine 5ml YPD Vorkultur mit  dem zu  transformierenden Pichia Pastoris 
Stamm angeimpft und unter Schütteln bei 30°C inkubiert. Die Start-OD600 der Hauptkultur 
wird so berechnet, dass die Kultur zur geplanten Zeit eine OD600 von 1,4 aufweist:  
 
Start-OD = 1,4x (0,5)
Verdopplungen  [1Verdopplung dauert 2 Stunden] 
 
125ml YPD Medium werden mit der berechneten Menge an Hefezellen angeimpft und über 
Nacht bei 30°C unter Schütteln inkubiert. Bei Erreichen der OD600 von 1,4 werden die Zellen 
zentrifugiert (1500g / 4°C / 5min), mit 125ml aq. dest. (steril/kalt) gewaschen, wiederum 
zentrifugiert (wie oben) und erneut mit 125ml aq. dest. (steril/kalt) gewaschen. Die Zellen 
werden  pelletiert,  in  10ml  eiskalter  1M  Sorbitol-Lösung  resuspendiert,  ein  weiteres  mal 
zentrifugiert und schließlich in 1ml eiskalter 1M Sorbitol-Lösung aufgenommen. 80µl der 
Zellsuspension  wird  sofort  mit  10µg  linearisierter  DNA  in  vorgekühlte  0,2cm 
Elektroporationsküvetten  (Eppendorf)  gegeben  und  5min  auf  Eis  inkubiert.  Mit  den 
Einstellungen 1500V / 25µF / 200W am BioRad GenePulser wird ein Puls auf die Zellen 
gegeben, wobei t zwischen 6 und 8msec. betragen sollte. Nach dem Puls wird sofort 1ml 1M 
Sorbitol-Lösung  (eiskalt)  zugegeben  und  die  Zellsuspension  für  30min  bei  30°C  ohne 
Schütteln  inkubiert,  ehe  nach  einem  weiteren  Inkubationsschritt  von  2h  bei  30°C  unter 
Schütteln  unterschiedliche  Mengen  (50,  100,  200µl)  der  Transformanden  auf  Selektions-
platten ausplattiert und für 3-4 Tage bei 30°C inkubiert werden, bis sich Kolonien geformt 
haben, die auf Expression des gewünschten Proteins überprüft werden können. 
 
3.2.4.  Proteinexpression der rekombinanten 3LFKLD3DVWRULV Stämme 
Um zu überprüfen, ob Klone das gewünschte Protein exprimieren, werden im analytischen 
Maßstab 5ml BMMY-Kulturen der zu überprüfenden Klone in 50ml Kolben angeimpft und 
bei 30°C unter Schütteln inkubiert. Die Kultur wird über Nacht bis zu einer OD600 von etwa 
2-6 geschüttelt (Zellen im logarithmischen Wachstum), anschließend auf eine OD600 von 1 in 
BMMY verdünnt und mit 0,5% Methanol induziert. Nach 6-8h Induktion wird der Klon auf 
Proteinexpression untersucht.  
 








Yeast Nitrogen Base 
-  ad 900ml mit MilliQ – autoklavieren 
1M Kaliumphosphat, pH 6,0 
Biotin (20mg/100ml – sterilfiltriert) 
 
Um  größere  Mengen  des  Proteins  aus  den  positiven  Klonen  zu  präparieren,  werden  im 
präparativen Maßstab 5ml BMMY-Vorkulturen der Klone in 50ml Kolben angeimpft und   3. Methoden 
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über Nacht bei 30°C unter Schütteln bis zu einer OD600 von etwa 2-6 inkubiert (Zellen im 
logarithmischen  Wachstum).  Mit  dieser  Vorkultur  wird  anschließend  die  Hauptkultur  von 
100ml  in  500ml  Kolben  mit  Schikanen  (zur  optimalen  Durchmischung  der  Kultur  mit 
Sauerstoff) angeimpft (OD600 von 1) und mit 0,5% Methanol induziert. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten wird eine Probe genommen und auf Proteinexpression untersucht. Zur Induktion 
wird alle 24h frisches Methanol (0,5%) zugegeben.  
 
3.2.5.  Aufschluss von Hefen mittels Glas bzw. Zirkonium Chlorid-Kügelchen 
Zum Aufschluss der Hefezellen werden diese zunächst pelletiert. Das Zellpellet wird in 50-
200µl  Aufschlusspuffer  (0,1M  Na2PO4  /  0,1M  MgCl2)  aufgenommen,  wobei  eine  sehr 
konzentrierte  Zellsuspension  entsteht.  Nach  Zugabe  von  5-10µl  des  Protease  Inhibitor 
Cocktails  wird 
1/3  - 
1/2  Volumen  Glas-Kügelchen  (Durchmesser  200µm)  zu  der  Zell-
suspension gegeben. Der Ansatz wird nun 30min im Kühlraum bei 4°C auf einem Schüttler 
mit Aufsatz gevortext. Nach anschließender Zentrifugation lässt sich die Proteinlösung mit 
der Pipette abziehen und analysieren.  
Um die Aufschlusseffizienz zu steigern, können anstelle der Glas-Kügelchen auch Zirkonium 
Chlorid-Kügelchen (www.muehlmeier.de) verwendet werden. Diese weisen eine sehr hohe 




3.3.1.   Verwendete Zelllinien 
1&,+=HOOHQ   $7&&1U+7% / Cancer Res. :798-806 (1986) 
 
NCI H460 Zellen sind humane Lungenkarzinomzellen und wurden aus der Pleuralflüssigkeit 
eines Mannes mit non-small cell Lungenkrebs vor Behandlung gewonnen. Die epitheliale 
Tumorzelllinie  wächst  adhärent,  besitzt  Wildtyp  p53  mit  ähnlicher  Expressionsrate  im 













$=HOOHQ $7&&1U&&/ / J. Natl. Cancer Inst. :1417-1423 (1973) 
 
A-549  Zellen  sind  humane  Lungenkarzinomzellen,  die  aus  non-small  cell  Lungenkrebs-
gewebe eines kaukasischen Mannes gewonnen wurden. Die epitheliale Tumorzelllinie wächst 
adhärent und besitzt einen hypertriploiden Chromosomensatz. 
 
$ 90%  
10% (v:v)  





200 mM L-Glutamin 
Penicillin 
Streptomycin 
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6.29=HOOHQ $7&&1U+7% / J. Natl. Cancer Inst. : 209-214 (1977)  
 
SK-OV-3 Zellen sind humane Ovaradenokarzinomzellen. Die Zelllinie wächst adhärent und 
weist Resistenz gegenüber Tumor Necrosis Factor a sowie einige Zytostatika auf.  
 
6.29 90%  




Mc Coy's 5A Medium 
FCSi  




0&)$=HOOHQ $7&&1U&5// Cancer Res. : 6087-6094 (1990)
 
MCF-10A  Zellen  wurden  aus  fibrozystischem  Gewebe  der  Brustdrüse  isoliert.  Die  nicht 










Ham's F12 + DMEM (1:1) 
Hsi 







3.3.2.   Auftauen und Einfrieren von Zellen 
Das Auftauen von Säugerzellen aus der Kryokonservierung erfolgt durch schnelle Erwärmung 
des Kryoröhrchens im 37°C-Wasserbad. Sobald die Zellen aufgetaut sind, werden sie sofort in 
ein  15ml  Falconröhrchen  mit  Kulturmedium  überführt  und  bei  2000rpm  und  4°C  für  5 
Minuten zentrifugiert.  
Nach  der  Zentrifugation  wird  das  Einfriermedium  abgesaugt,  um  das  toxische  DMSO  zu 
entfernen. Das Zellpellet wird in 5ml frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine T25 
Zellkulturflasche  überführt.  Die  Zellen  werden  für  24  Stunden  bei  37°C  und  5%  CO2 
inkubiert  und  am  nächsten  Tag  je  nach  Zustand  verdünnt  bzw.  ein  Mediumwechsel 
durchgeführt. 
Zum Einfrieren werden Zellen aus einer subkonfluenten T75-Zellkulturflasche abgelöst, in 
frischem Kulturmedium aufgenommen und in ein 50ml Falconröhrchen überführt. Nach einer 
Zentrifugation von 5min. bei 2000rpm (Heraeus, Megafuge 1.0R) wird das Medium entfernt 
und die Zellen in 3ml Einfriermedium aufgenommen. Das Einfriermedium besteht aus 95% 
Serum (je nach Zelllinie FCSi oder NCSi) und 5% DMSO. Je 1ml Zellsuspension wird in 
Einfrierröhrchen (Nunc) verteilt. Die Röhrchen werden in einen Styroporbehälter gestellt und 
zwei bis drei Tage bei –80°C gelagert. Das Styroporgestell sorgt dafür, dass die Abkühlung 
allmählich  geschieht.  Nach  dem  Durchfrieren  werden  die  Zellen  in  der  Gasphase  von 
flüssigem Stickstoff gelagert. 
 
3.3.3.  Subkultivierung von adhärenten Zellen 
Alle  Zelllinien  werden  in  Plastikflaschen  bei  37°C  und  5%  CO2-Gehalt  im  Brutschrank 
kultiviert.  Zweimal  wöchentlich  erfolgt  eine  Verdünnung  der  Zellen.  Die  entsprechende 
Verdünnung ist abhängig von der jeweiligen Zelllinie und beträgt zwischen 1:3 und 1:10.    3. Methoden 
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Das Medium wird dazu abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, anschließend werden 
die Zellen mit Trypsin Versene Lösung bedeckt. Die Gewebekulturflasche wird für etwa 3 
Minuten  in  horizontaler  Lage  belassen  und  anschließend  durch  kräftiges  Abklopfen  das 
Ablösen der Zellen beschleunigt. Die abgelösten Zellen werden in frischem Kulturmedium 
aufgenommen und in ein 15ml Falconröhrchen überführt. Das Serum in dem Kulturmedium 
enthält Inhibitoren, welche die Aktivität des  Trypsins hemmen  und dadurch die Reaktion 
abstoppen. Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 2000rpm und 4°C wird die Lösung 
abgesaugt und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. In der jeweils erforderlichen 





















3.3.4.  Zellzahlbestimmung 
Ausgehend von frisch abgelösten Zellen, die in frischem Medium resuspendiert wurden, wird 
eine  Zellzahlbestimmung  vorgenommen.  Dazu  wird  eine  Zellkammer  nach  Neubauer 
verwendet. Das Deckplättchen wird so aufgelegt, dass Newtonsche Ringe zu sehen sind. 20µl 
der Zellsuspension werden durch die Zugabe von 180µl Trypanblau-Lösung 1:10 verdünnt 
und anschließend gut durchmischt. 15µl der Verdünnung werden mit einer Eppendorf-Pipette 
in  eine  der  zwei  Zählkammern  gegeben,  wobei  sich  der  Flüssigkeitsfilm  unter  das 
Deckplättchen zieht. Unter dem Mikroskop lassen sich nun tote (blau gefärbt) von lebenden 
(hell  leuchtend)  Zellen unterscheiden.  Ausgezählt  werden  nun  die  an  den  vier  Ecken  der 
Zählkammer liegenden Großquadrate, die jeweils aus 16 Kleinquadraten bestehen. Gezählt 
werden die hellen, lebenden Zellen, die deutlich innerhalb der Grenzen des Großquadrates 
liegen sowie alle Zellen, die an zwei der vier Außenseiten anliegen. Das Großquadrat hat eine 
Fläche von 1mm
2. Die Schichtdicke beträgt bei richtiger Auflage des Deckplättchens 0,1mm. 
Um  die  Zellzahl  in  einem  Volumen  von  1mm
3  zu  erhalten,  muss  der  Mittelwert  der  4 
Großquadrate  mit  dem  Faktor  10  multipliziert  werden.  Zusätzlich  muss  nun  noch  der 
Verdünnungsfaktor mit eingerechnet werden, wodurch sich dann die Zellzahl pro µl ergibt. 
 
3.3.5.   Bestimmung von Antibiotikumkonzentrationen für die Selektion stabil 
transfizierter Zellen 
 
Um  nach  einer  Transfektion  Klone  zu  selektieren,  die  das  transfektierte  Plasmid  mit 
Antibiotika-Resistenzgen  stabil  in  ihr  Genom  integriert  haben,  müssen  die  transfektierten 
Zellen über mehrere Wochen mit dem entsprechenden Antibiotikum behandelt werden. Die 
zur Selektion geeignete Konzentration des Antibiotikums muss vor Beginn der Transfektion 
für die jeweilige Zelllinie gesondert bestimmt werden. Dazu werden Zellen der zu prüfenden 
Zelllinie in mehrere T25 Kulturflaschen ausgesät und nach Erreichen von 60-80% Konfluenz 
mit  unterschiedlichen  Konzentrationen  von  Hygromycin  B  bzw.  Blasticidin  S  in  5ml 
Kulturmedium behandelt. Während der Dauer der Selektion wird das Kulturmedium alle zwei 
bis  drei  Tage  gewechselt.  Nach  zweiwöchiger  Selektion  wird  die  Konzentration,  bei  der 
gerade  alle  Zellen  abgetötet  worden  sind,  bestimmt.  Diese  Konzentration  wird  für  die 
Selektion der transfizierten Zellen eingesetzt.   3. Methoden 
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Hygromycin  B  ist  ein  Aminoglycosid-Antibiotikum,  das  von  Streptomyces  hygroscopicus 
hergestellt  wird.  Es  tötet  Bakterien,  Pilze  und  höhere  eukaryontische  Zellen  durch  die 
Blockade  der  Proteinbiosynthese,  indem  es  bei  der  Translokation  der  RNA  am  Ribosom 
interferiert.  Resistenz  gegenüber  Hygromycin  B  wird  durch  das  hph-Genprodukt,  einer 
Phosphotransferase, hervorgerufen. Als Arbeitskonzentration für MCF10A- und SK-OV-3-
Zellen wurden 10µg/ml bzw. 50µg/ml bestimmt.  
Blasticidin  S  ist  ein  Peptidylnukleosid-Antibiotikum,  das  aus  Streptomyces  griseo-
chromogenes  isoliert  wurde  und  spezifisch  die  Proteinbiosynthese  in  Prokaryonten  und 
Eukaryonten  unterbindet,  indem  die  Peptidfreisetzung  aus  der  ribosomalen  Maschinerie 
inhibiert wird. Resistenz gegen Blasticidin wird durch die Desaminase BSD vermittelt. Als 
Arbeitskonzentration  für  NCI  H460-  und  A549-Zellen  wurden  15µg/ml  bzw.  70µg/ml 
ermittelt. 
 
3.3.6.  Stabile Transfektion von Säugerzellen mittels Fugene 6
â  
Mit dem Transfektionsreagenz Fugene 6 können viele verschiedene Zelllinien in Anwesenheit 
von Serum äußerst effizient transfiziert werden. Das Reagenz ist dabei nicht zelltoxisch. 
Die zu transfizierenden Zellen werden am Vortag in 6-Loch Platten so ausgesät, dass sie ca. 
60 bis 70% konfluent sind (etwa 5 x 10
5 Zellen pro Loch). Am Tage der Transfektion werden 
94µl  frisches  Medium  (ohne  Zusätze)  in  einem  sterilen  Eppendorf  Gefäß  vorgelegt. 
Anschließend werden 6µl Fugene 6 zugegeben und das Gemisch 5min bei RT inkubiert. In 
einem weiteren Eppendorf Gefäß werden 2µg der zu transfizierenden DNA aliquotiert. Das 
Fugene  6-Medium  Gemisch  wird  nun  langsam  zu  der  DNA  getropft  und  nach  einer 
gründlichen Durchmischung wird der Ansatz für 15min bei RT inkubiert. Danach wird der 
Transfektionsansatz  langsam  auf  die  Zellen  geträufelt  und  die  Zellen  24h  bis  36h  unter 
Kulturbedingungen inkubiert. 
Anschließend  werden  die  Zellen  durch  Trypsinieren  abgelöst  und  in  verschiedenen 
Verdünnungen  (von  1:5  bis  1:50)  in  Selektionsmedium  ausgesät.  Die  Selektion  ist  dann 
beendet, wenn in der Kontrolle (Transfektion ohne DNA) keine überlebenden Zellen mehr 
vorhanden sind. 
 
3.3.7.  Analyse der Proliferation durch Zellzahlbestimmung 
CA-PKB/Akt-exprimierende und Kontroll-transfizierte Zellen werden in 6-Loch Platten mit 
einer Zellzahl von 5 x 10
4 Zellen pro Loch in Kulturmedium mit 10% Serum für 4-11 Tage 
kultiviert.  Die  Zellen  werden  zu  unterschiedlichen  Zeitpunkten  mit  dem  Coulter  Counter 
(Beckmann-Coulter)  gezählt. Dazu werden die Zellen mit  PBS gewaschen und  mit 0,5ml 
Trypsin Versene überschichtet. Nach einer Inkubation von ca. 3min werden die Zellen durch 
Anschlagen der Zellkulturplatten abgelöst und die Reaktion durch Zugabe von 1,5ml Medium 
abgestoppt.  Anschließend  werden  die  Zellen  resuspendiert  und  zu  18ml  Isoton  in  ein 
Messröhrchen  gegeben.  Unmittelbar  vor  der  Messung  wird  die  Zellsuspension  durch 
Überkopfdrehen noch einmal durchmischt. 
 
3.3.8.  XTT-Test auf Dehydrogenase-Aktivität 
Eine  elegante  Methode,  die  Lebendzellzahl  eines  Versuchsansatzes  zu  ermitteln,  ist  die 
Messung  der  Dehydrogenase-Aktivität.  Bei  der  Metabolisierung  von  löslichen 
Tetrazoliumsalzen  werden  diese  zu  einem  löslichen  Formazan-Produkt  reduziert.  Da  das 
Reaktionsprodukt im Gegensatz zum Edukt ein Absorptionsmaximum bei 490nm zeigt, lässt 
sich die Umwandlung am Photometer messen.    3. Methoden 
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Am Versuchstag 1 werden die zu untersuchenden Zellen in Kulturmedium mit 10% Serum 
oder in Hungermedium mit 0,5% Serum aufgenommen und die Zellzahl auf 5 x 10
4 Zellen/ml 
eingestellt. Jeweils 100µl der Zellsuspensionen werden mit der Multipette in 96-Loch-Platten 
(Falcon) eingesät und anschließend über Nacht im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% 
Luftfeuchtigkeit  inkubiert.  Die  Testsubstanzen  werden  als  Stammlösungen  (10mg/ml)  in 
DMSO angesetzt. Am Versuchstag 2 werden Verdünnungsreihen der zu testenden Substanzen 
im  gleichem  Medium  wie  am  Vortag  erstellt.  Pro  Loch  werden  50µl  der  jeweiligen 
Verdünnungsstufe  zugegeben,  weswegen  die  Verdünnungsreihe  3-fach  konzentriert 
gegenüber der gewünschten Endkonzentration angesetzt werden muss. Eine Dosiswirkungs-
kurve wird für jede Substanz durch 4-fach Bestimmung jeder Konzentrationsstufe erstellt. Die 
Zellplatten werden nun für 72h im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit 
inkubiert. 
Am  Versuchstag  5  werden  XTT-  und  PMS-Lösung  lichtgeschützt  aufgetaut.  PMS  wird 
unmittelbar  vor  Gebrauch  1:50  in  XTT-Lösung  verdünnt.  Bei  der  Auswertung  der 
Mikrotiterplatten werden 75µl der XTT-PMS-Lösung pro Loch zugegeben und die Platte 3h 
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend werden die 96-Loch-Platten 
im Luminometer Victor
â 1420 Multilabel Counter gemessen. Die Extinktion bei 490nm wird 
ermittelt, da dort das lösliche Formazan Produkt die höchste Absorption besitzt.  
Die Absorptionen sollten in einem Bereich von 0,5 bis 2,0 liegen, damit die Genauigkeit der 






XTT-Pulver (Sigma Kat. #X-4626) 
RPMI 1640 ohne Phenolrot (Life Technologies Kat. 
#32404-014 
XTT  Festsubstanz  wird  in  vorgewärmtem  RPMI 
gelöst, aliquotiert und bei –20°C gelagert 
306/|VXQJ 0,383mg 
1ml 
Phenazine Methosulfat (Sigma Kat. #P-5812) 
PBS ohne Ca und Mg (Seromed Kat. # L1825) 
Die PMS Festsubstanz wird in der entsprechenden 
Menge  PBS  gelöst,  aliquotiert  und  bei  –20°C 
gelagert 
 
3.3.9.   Analyse des Aktivierungsstatus von Akt/PKB in Tumorzellen 
Akt wird durch den PI3-Kinase Signaltransduktionsweg zur Zellmembran rekrutiert und dort 
durch Phosphorylierung von Thr
308 und Ser
473 aktiviert. Dieser Aktivierungsschritt lässt sich 
im Immunoblot durch phosphospezifische Antikörper nachweisen.  
Da die Zellen am Tag des Assays  ca. 70-80%  konfluent sein  sollten, werden am Vortag  
4 x 10
5 der zu untersuchenden Zellen in Hungermedium mit 0,5% Serum in einem Volumen 
von 2ml in einer 6-Loch-Platte ausgesetzt. Nach der Aussaat sollen die Zellen mindestens für 
16h in Hungermedium gehalten werden, um Akt/PKB in den nicht-aktivierten Zustand zu 
bringen.  Pro  Zelllinie  werden  drei  verschiedene  Zustände  betrachtet,  zum  einen  eine 
serumgehungerte, unstimulierte Kontrolle, zum anderen zwei Ansätze, die durch Zugabe von 
200µl 10% FCSi bzw. 200µl 10% FCSi und 6µl eines Wachstumsfaktor-Cocktails stimuliert 
werden. Nach  Zugabe der  Stimulatoren werden  die Zellen für  10min  bei  37°C inkubiert, 
anschließend das Medium abgesaugt und die Zellen in 250µl Ripa-Puffer lysiert. Lyse und 
Ablösen der Zellfragmente werden im Mikroskop kontrolliert, die Lysate in Eppendorfgefäße 
überführt, 10 Sekunden mit Spitzenultraschall (50% Intensität, 50% Cycle) behandelt und im 
Immunoblot analysiert. 
   3. Methoden 

























finale Konzentration jeweils 10 ng/ml  
-  Stocklösungen von 10 µg/ml herstellen 
pro Probe werden je 2 µl der drei Wachstumsfaktoren in 
einem Eppendorfgefäß zusammenpipettiert 
 
3URWHLQELRFKHPLVFKH0HWKRGHQ
3.4.1.  Periplasma-Präparation von LB-Kulturen  
Mit Hilfe dieses Zellaufschlussverfahrens nach Koshland und Botstein (1980) ist es möglich, 
vorwiegend Proteine des periplasmatischen Raumes zu isolieren. Der E.  FROL-Expressions-
vektor pFLAG besitzt eine OmpA-leader-Sequenz, die die Proteine in den periplasmatischen 
Raum delegiert. Beim Durchtritt durch die periplasmatische Membran wird die OmpA-leader-
Sequenz abgespalten.  
Eine 500ml Kultur des zu untersuchenden Bakterienklons wird 16h mit IPTG (final 0,5mM) 
induziert und über Nacht unter Schütteln inkubiert. Die Übernachtkultur wird zentrifugiert, 
das Zellpellet mit PBS gewaschen und in Saccharose-Lösung (20%w/v) aufgenommen, um 
die Zellen durch Wasserentzug zu schrumpfen. Nach 30 minütiger Inkubation auf Eis werden 
die Zellen erneut pelletiert und anschließend durch die Zugabe von kaltem 10ml aq. dest 
einem  osmotischen  Schock  unterworfen.  Nach  erneuter  15  minütiger  Inkubation  auf  Eis 
werden  die  Zellen  wiederum  pelletiert,  der  Überstand  abgenommen,  das  Volumen  der 
Proteinlösung  mit  einer  Centriplusä-Säule  (Amicon)  auf  500µl  aufkonzentriert  und 
anschließend analysiert. 
 
3.4.2.  Nickel-Affinitätschromatographie  unter  denaturierenden  Bedingungen 
aus E. FROL 
 
Die  Reinigung  His-Schwanz-markierter  rekombinanter  Proteine  über  Nickel-Affinitäts-
chromatographie unter denaturierenden Bedingungen eignet sich besonders für Proteine, die 
in  E.  FROL  als  Expressionssystem  hergestellt  werden.  Heterolog  überexprimierte  Proteine 
zeigen eine starke Tendenz zur Aggregatbildung in E.  FROL und fallen in Form sogenannter 
„Inclusionbodies“ aus. Für eine effiziente Reinigung über Nickel-Affinitätschromatographie 
sollte das Histidin-Cluster offen zugänglich und nicht durch andere Proteindomänen verdeckt 
sein. Die Denaturierung dient daher sowohl der Exposition des Histidin-Clusters als auch der 
Rückgewinnung  der  biologischen  Aktivität.  In  der  Regel  erlaubt  die  Reinigung  unter 
denaturierenden Bedingungen eine höhere Effizienz und größere Reinheit als unter nativen 
Bedingungen. 
 
3XIIHU$  8M   Harnstoff 
  250mM   NaCl 
  50mM   Tris, pH ad 9.0 
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3XIIHU%  8M   Harnstoff 
  250mM   NaCl 
  1M   Imidazol 
  50mM   Tris pH 9.0 
 
6RQVWLJHV  2%   NiSO4 in H2O 
  50mM   EDTA pH 8.0 
  Chelating Sepharose (Pharmacia Biotech Cat. No 17-0575-01) 
 
Eine 500ml Kultur des zu untersuchenden Bakterienklons wird 16h mit IPTG (final 0,5µM) 
induziert und über Nacht unter Schütteln inkubiert. Das abzentrifugierte E.  FROL Zellpellet 
wird  in  mindestens  10x  v/w  Puffer  A  resuspendiert.  Der  Zellaufschluss  erfolgt  mittels 
Spitzenultraschall (15x 30s, Intensität 70%), wobei die Suspension zwischen den einzelnen 
Zyklen  mindestens  1min  auf  Eis  abgekühlt  wird.  Nach  dem  Zellaufschluss  wird  die 
Suspension 30min bei Raumtemperatur leicht gerollert und anschließend im SS34 Rotor bei 
12000rpm für 30min abzentrifugiert. Der Überstand wird durch einen Faltenfilter abgegossen 
und kann nun aufgereinigt werden. 
Zur Vorbereitung der Chromatographiesäule wird diese mit ca. 3-4ml Chelating Sepharose 
beladen und mit 15ml aq. dest. gespült. Anschließend werden 15ml 2% NiSO4-Lösung auf die 
Säule gegeben, bis die Matrix einheitlich grün ist. Nach erneutem Spülen mit 15ml aq. dest. 
wird die Matrix mit 15ml Puffer A äquilibriert, wobei sich die Matrix leicht bläulich verfärbt. 
Nun kann die Säule mit dem bakteriellen Extrakt bei niedriger Flussrate beladen werden. 
Nach  dem  Beladen  wird  die  Säule  mit  Puffer  A  gewaschen,  bis  die  UV-Adsorptions-
Grundlinie wieder erreicht ist. Nun wird die Säule mit Puffer A / 2% Puffer B (entspricht 
20mM  Imidazol)  gewaschen,  um  unspezifisch  gebundenes  Protein  zu  eluieren.  Dies  wird 
durch einen Peak bei der UV-Messung sichtbar. Die UV-Grundlinie wird nicht mehr erreicht, 
da Imidazol über eine Eigenadsorption bei 280nm verfügt. Die Elution erfolgt mit Puffer A / 
20% Puffer B (entspricht 200mM Imidazol). Die Pumpe wird angehalten und die Säule für 
30min  mit  Elutionspuffer  inkubiert,  sobald  ein  Anstieg  der  UV-Absorptionslinie  zu 
beobachten ist. Nach dieser Zeit wird der Volumenfluss wieder angeschaltet und das Protein 
in mehreren Fraktionen aufgefangen. Die Proben können nun im Immunoblot analysiert und 
das Protein der Renaturierung unterworfen werden. 
 
3.4.3.  Renaturierung gereinigter rekombinanter Proteine aus E. FROL  
Die  Renaturierung  rekombinanter  Proteine,  die  unter  denaturierenden  Bedingungen  über 
Nickel-Affinitätschromatographie  gereinigt  wurden,  ist  Voraussetzung  für  die  Wieder-
gewinnung der biologischen Aktivität. Zwei getrennte Parameter müssen bei der Rückfaltung 
berücksichtigt  werden:  Wiederherstellung  von  Disulfidbrücken  und  Rückfaltung  der 
Proteindomänen.  Dieses  Protokoll  bezieht  sich  ausschließlich  auf  die  Zurückfaltung  der 
Proteindomänen. Bei der Entfernung des denaturierenden Agens (Harnstoff) durch Dialyse 
tendieren  rekombinante  Proteine  während  eines  kritischen  Übergangszustandes  zur 
Aggregatbildung.  Das  wird  durch  eine  starke  Trübung  der  Lösung  im  Dialyseschlauch 
sichtbar. Das angegebene Protokoll verhindert bei den meisten Proteinen die Aggregatbildung 
während des Übergangszustandes und erhöht somit dramatisch die Ausbeute an renaturiertem 
löslichen Protein. 
 
5HQDWXULHUXQJVSXIIHU   PBS/1M L-Arginin Hydrochlorid:  
210,7 g L-Arginin Hydrochlorid in 900 ml PBS lösen, pH Wert 
auf 7.4 einstellen, anschließend auf 1000 ml mit PBS auffüllen. 
 
'LDO\VHVFKODXFK   vor Benutzung in 10 mM NaHCO3 aufkochen 
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Das rekombinante Protein liegt in denaturierendem Puffer mit 8M Harnstoff vor und wird nun 
durch Zugabe von Renaturierungspuffer auf 400mM L-Arginin eingestellt und anschließend 
in  einen  Dialyseschlauch  gefüllt.  Der  Renaturierungspuffer  wird  mit  PBS  auf  eine 
Endkonzentration von 400mM L-Arginin verdünnt. Die Dialyse erfolgt in etwa 100-fachem 
Volumen der zu renaturierenden Proteinlösung (z.B. bei 10ml zu renaturierendem Protein 
wird 1l benötigt). Die Proteinlösung wird über Nacht auf einem Magnetrührer rührend bei 4-
10°C  im  Renaturierungspuffer  dialysiert.  Hierbei  ist  darauf  zu  achten,  dass  sich  der 
Dialyseschlauch  nicht  in  der  Lösung  mitdreht.  Anschließend  kann  L-Arginin  durch 
schrittweise Verdünnung gegen PBS herausdialysiert werden (200mM, 100 mM, 50 mM L-
Arginin usw.). In manchen Fällen sind Mengen um 100mM L-Arginin nötig, um das Protein 
weiterhin in Lösung zu halten. 
 
3.4.4.  Native Reinigung von Histidin-Fusionsproteinen aus E. FROL 
Da die Reinigung unter nativen Bedingungen stattfindet, sollten sämtliche Schritte bei 4°C 
oder auf Eis durchgeführt werden. Generell ist die Bindung von Histidin-Clustern an Nickel-
Ionen bei hohen NaCl-Konzentrationen und hohen pH-Werten am stärksten. Umgekehrt wird 
eine effektive Elution mit wenig NaCl und niedrigeren pH-Werten erreicht.  
 
3XIIHU$  300mM   NaCl 
  50mM   Tris, pH ad 9.0 
  0,5%   Lysozym (1mg/ml TGE-Puffer) 
  1mM   PMSF 
  100 µM   NaVO4 
 
3XIIHU%  300mM   NaCl 
  1M   Imidazol 
  50mM   Tris pH 9.0 
  1mM   PMSF 
  100 µM   NaVO4 
 
6RQVWLJHV  2%   NiSO4 in H2O 
  50mM   EDTA pH 8.0 
  Chelating Sepharose (Pharmacia Biotech Cat. No 17-0575-01) 
 
Eine 500ml Kultur des zu untersuchenden Bakterienklons wird nach Inkubation über Nacht 
für 5h mit IPTG (final 0,1µM) induziert. Das abzentrifugierte E. FROL Zellpellet wird in 200ml 
Puffer  A  resuspendiert  und  30min  bei  4°C  inkubiert.  Der  Zellaufschluss  erfolgt  in  30ml 
Fraktionen mittels Spitzenultraschall (9x 20s, Intensität 60%), wobei die Suspension dabei die 
ganze Zeit auf Eis zu halten ist und zwischen den einzelnen Zyklen mindestens 5min auf Eis 
abgekühlt wird. Nach dem Zellaufschluss wird die Suspension 30min bei Raumtemperatur 
leicht gerollert und anschließend im SS34 Rotor bei 12000rpm für 30min abzentrifugiert. Der 
Überstand wird durch einen Faltenfilter abgegossen und kann nun aufgereinigt werden. 
Zur Vorbereitung der Chromatographiesäule wird diese mit ca. 3-4ml Chelating Sepharose 
beladen und mit 15ml aq. dest. gespült. Anschließend werden 15ml 2% NiSO4-Lösung auf die 
Säule gegeben, bis die Matrix einheitlich grün ist. Nach erneutem Spülen mit 15ml aq. dest. 
wird die Matrix mit 15ml Puffer A äquilibriert, wobei sich die Matrix leicht bläulich verfärbt. 
Nun kann die Säule mit dem bakteriellen Extrakt bei niedriger Flussrate beladen werden. 
Nach  dem  Beladen  wird  die  Säule  mit  Puffer  A  gewaschen,  bis  die  UV-Absorptions-
Grundlinie wieder erreicht ist. Nun wird die Säule mit Puffer A / 1% Puffer B (entspricht 
10mM  Imidazol)  gewaschen,  um  unspezifisch  gebundenes  Protein  zu  eluieren.  Dies  wird 
durch einen Peak bei der UV-Messung sichtbar. Die UV-Grundlinie wird nicht mehr erreicht, 
da Imidazol über eine Eigenabsorption bei 280nm verfügt. Die Elution erfolgt mit Puffer A /   3. Methoden 
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20% Puffer B (entspricht 200mM Imidazol). Die Pumpe wird angehalten und die Säule für 
30min  mit  Elutionspuffer  inkubiert,  sobald  ein  Anstieg  der  UV-Absorptionslinie  zu 
beobachten ist. Nach dieser Zeit wird der Volumenfluss wieder angeschaltet und das Protein 
in mehreren Fraktionen aufgefangen. Dieser Vorgang sollte mehrere Male unterbrochen und 
um weitere Inkubationsschritte erweitert werden, um die Ausbeute zu erhöhen. Die Proben 
können nun im Immunoblot und Aktivitätstest analysiert werden. 
 
3.4.5.   Konzentrationsbestimmung von Protein-Lösungen (Bicinchoninic Acid) 
Diese Protein-Bestimmungsmethode wird bei Zelllyse mit Ripa-Puffer angewendet. Höhere 
Konzentrationen  (>5%)  von  Detergentien  (Triton-X100,  NP-40,  Tween  20)  und 
Lösungsmittel  (>1%  DMSO,  Ethanol,  Methanol)  sollten  bei  dieser  Methode  vermieden 
werden, da sie das Ergebnis verfälschen.  
Das  Prinzip  der  Konzentrationsbestimmung  von  Protein-Lösungen  basiert  darauf,  dass 
Proteine  in  der  Lage  sind  Kupfer(II)sulfatpentahydrat  zu  reduzieren.  Das  entstehende 
Kupfer(I)sulfat bildet einen Komplex mit Bicinchoninic Acid, dessen Absorptionsmaximum 
bei  562nm  liegt.  Die  Absorption  bei  562nm  ist  direkt  proportional  zu  der  vorhandenen 
Proteinkonzentration. Für die Reaktionslösung mischt man 50 Teile Bicinchoninic Acid mit 
einem  Teil  Kupfer(II)sulfatpentahydrat  (4%ige  Lösung).  Für  jede  zu  bestimmende  Probe 
werden 500µl der Reaktionslösung mit 5µl der Proteinprobe gemischt. Als Leerprobe dienen 
5µl des Puffers, in welchem die Proteine gelöst vorliegen. Die Ansätze werden für 20min bei 
37°C inkubiert währenddessen ein Farbumschlag der proteinhaltigen Proben von Grün nach 
Violett zu beobachten ist. Je zweimal 200µl einer Probe werden in eine klare 96-Loch Platte 
überführt und in einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 562nm photometrisch gemessen.  
 





0,0124: Konstante; VolumenProbe: 5µl 
 
3.4.6.  Konzentrationsbestimmung von Protein-Lösungen (BioRad) 
Diese  Protein-Bestimmungsmethode  wird  bei  Zelllyse  mit  NP-40-Puffer  angewendet  und 
eignet  sich  nicht  für  Zelllyse  mit  Ripa-Puffer,  da  die  Methode  bereits  in  sehr  niedrigen 
Konzentrationen weder Triton X-100, Deoxycholat noch SDS toleriert. 
Das Prinzip des Proteinnachweises des BioRad Protein-Assays beruht auf der Bindung des 
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau G250 an Proteine. In saurer Lösung wird durch diese 
Bindung das Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm verschoben. Diese Absorptions-
verschiebung nutzt man für die Protein-Quantifizierung. BSA (Rinder Serum Albumin) in 
bekannten  Konzentrationen  wird  zur  Erstellung  einer  Eichkurve  verwendet  (Protein-
Standard). Bei jeder Proteinbestimmung muss die Eichkurve neu erstellt werden. 
Konzentrierte Proteinlösungen sollten zu Beginn 1:100 – 1:1000 verdünnt werden, sodass das 
Mikro-Assay, das zur Bestimmung von 1-20mg Protein bei einer Konzentration von <25µg/ml 
geeignet ist, verwendet werden kann. Hierbei wird der Proteinstandard zur Erstellung einer 
Eichkurve  in  verschiedenen  Konzentrationen  zwischen  1  und  25mg/ml  verdünnt  und  die 
Eichkurve erstellt.  
Entsprechend geht man für die Proben vor, deren Proteinkonzentration bestimmt werden soll. 




¸ VolumenProbe = Proteinkonzentration 
µg/µl   3. Methoden 
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vorgelegt, anschließend 200ml Farbstoffreagenz-Konzentrat zugegeben und schließlich durch 
Überkopfschütteln gut durchmischt. Nach einer Inkubationszeit von 5min. bis 1h wird die 
Absorption  bei  einer  Wellenlänge  von  595nm  am  Photometer  gegen  einen  Leerwert, 
bestehend  aus  entsprechend  in  Probenpuffer  verdünntem  Farbstoffreagenz-Konzentrat, 
bestimmt.  Die  Absorption  bei  595nm  wird  graphisch  gegen  die  Proteinkonzentration  des 
Standards aufgetragen, eine Regressionsanalyse der Werte durchgeführt und die unbekannten 
Proteinkonzentrationen anhand der gemessenen Absorption595nm und der Eichkurve bestimmt. 
 
3.4.7.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Das denaturierende Polyacrylamidgel ermöglicht eine Auftrennung von Proteinen nach ihrem 
Molekulargewicht,  unabhängig  von  ihrer  Eigenladung.  Die  reduzierende  Substanz  b-
Mercaptoethanol zerstört die Disulfidbrücken und damit die Tertiär- und Quartärstruktur der 
Proteine. Das anionische, zweifach-negativ geladene Detergens SDS bindet an hydrophobe 
Bereiche,  linearisiert  sie  und  versieht  sie  mit  einer  negativen  Nettoladung.  Die  Proteine 
wandern nach Anlegen eines elektrischen Feldes umgekehrt proportional zum Logarithmus 
ihres Molekulargewichts zur Anode. 
Die Proteinproben werden zunächst auf die gewünschte Proteinkonzentration eingestellt und 
mit SDS-Probenpuffer versetzt, der SDS und b-Mercaptoethanol enthält. Die Proteinproben 














Zum  Aufbau  der  Gelkammer  wird  je  eine  gründlich  gesäuberte  große  Glasplatte  mit 
Abstandhaltern und eine kleine Glasplatte aufeinander gelegt und im Gießstand durch eine 
Spange fixiert. Die Trenngellösung wird bis 1,5cm unterhalb des oberen Glasplattenrandes 
eingegossen und sofort mit Butanol über H2O überschichtet. Nach der Polymerisation des 
Trenngels  wird  das  Butanol  entfernt,  die  Sammelgellösung  eingefüllt  und  der  Kamm 
luftblasenfrei  eingesetzt.  Ist  das  Sammelgel  polymerisiert,  wird  der  Kamm  entfernt,  die 
Probentaschen mit Wasser durchgespült und die Gelkassette in die Elektrophoreseapparatur 
eingebaut. Anschließend werden die Pufferkammern mit Laufpuffer gefüllt. 
 










Tris-HCl (pH 8,8) 
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Die Elektrophorese wird mit einer konstanten Spannung von 130V durchgeführt, wobei die 
Laufzeit ca. 60min beträgt. 
Beim  sich  anschließenden  Proteintransfer  mittels  Elektroblot  werden  Proteine  aus  einem 
Polyacrylamidgel auf eine Trägermembran (z. B. PVDF) transferiert. Dies geschieht in einem 
elektrischen Feld, worin die SDS-beladenen Proteine zur Anode wandern. Zunächst werden 
PVDF  Membran  (Immobilon  P
â,  MilliPore)  und  Blottingpapiere  (GB004,  Schleicher  & 
Schüll) auf Gelgröße zurechtgeschnitten. Anschließend wird die PVDF Membran in Methanol 
aktiviert  und  zwei  Papiere  in  Transferpuffer  eingeweicht.  Der  Aufbau  des  Blots  in  der 
Blotkammer  (Trans-blot




Blottingpapier mit Transferpuffer  
Gel  
PVDF-Membran 




Ein  ordnungsgemäßer  Transfer  der  Proteine  erfolgt  nur,  wenn  die  einzelnen  Schichten 
luftblasenfrei aufgebracht werden. Bei einer Stromstärke von 2mA/cm
2 ist der Transfer nach 









3.4.8.  Immunoblot 
Vor der Inkubation der Membran mit dem ersten Antikörper wird diese 30min mit 3% BSA in 
TTBS abgesättigt, um eine unspezifische Antikörperbindung an die Membran zu minimieren. 
Die Inkubation mit dem ersten Antikörper (1:500 bis 1:5000 Verdünnung in 3% BSA-TTBS 
bzw. in 3% BSA und 3% fettfreien Milchpulver-TTBS für Antikörper der Firma Santa Cruz) 
erfolgt über Nacht, die Inkubation mit dem zweiten, enzymkonjugierten (HRPO) Antikörper 
(1:5000 in 3% fettfreiem Milchpulver-TTBS) für eine Stunde. Zwischen den Inkubationen mit 
den  verschiedenen  Antikörpern  und  vor  der  Nachweisreaktion  wird  die  Membran jeweils 
dreimal für mindestens 15min mit TTBS gewaschen, vor der Nachweisreaktion zusätzlich mit 
TBS.   3. Methoden 
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Der  Bindungsnachweis  der  Antikörper  erfolgt  mit  dem  Chemolumineszenssystem 
Renaissance









Um  eine  Membran  nach  einem  Immunoblot  nochmals  mit  einem  anderen  Antikörper  zu 
untersuchen, wird die Membran in 40ml Stripping Buffer gelegt und anschließend für 15min 
bei 60-70°C im Wärmeschrank inkubiert. Die Membran wird danach dreimal für mindestens 
15min mit TTBS gewaschen und wiederum für 30min mit 3% BSA in TTBS abgesättigt. 






Tris-HCl (pH 6,8) 
SDS 
 
ß-Mercaptoethanol (immer frisch zugeben) 
 
3.4.9.  Coomassie Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen 
Auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine können ab einer Konzentration von 
etwa  100ng  pro  Bande nach einer  Inkubation  in  einer  Coomassie-Brillantblau-Lösung  als 
diskrete  Bande  sichtbar  gemacht  werden.  Das  gefärbte  Gel  wird  in  Fixierlösung  unter 
















3.4.10. Untersuchung der b-Galactosidase-Aktivität 
Der  Galacto-Light  Plusä  Kit  (Tropix  /  Perkin  Elmer)  ermöglicht  den  luminometrischen 
Nachweis von b-Galactosidase in Zelllysaten.  
Dank  eines  mitgelieferten  Hefe-Lysepuffers  ist  es  möglich,  Hefekulturen  in  der  96-Loch-
Platte zu lysieren und anschließend direkt die b-Galactosidase-Aktivität zu bestimmen. Es ist 
somit auch möglich, verschiedene Hefestämme zu mischen, sie gemeinsam in einer Kavität zu 
lysieren und auf ihre b-Galactosidase-Komplementation zu untersuchen.  
Hierzu werden Übernachtkulturen der zu untersuchenden Hefestämme auf eine OD600 von 0,2 
eingestellt.  Für  Komplementationsversuche  mit  verschiedenen  Hefestämmen  wird  eine 
Mischung  von  jeweils  OD600  =  0,1  der  beiden  Mutanten  eingesetzt.  Die  Hefen  werden 
pelletiert (2min / 14000rpm / 4°C) und die Pellets in 50µl aq. dest. aufgenommen. Pro Ansatz 
erfolgt die Zugabe von 50µl Reaktionsgemisch, das aus 39µl Hefe-Lysepuffer, 1µl Galacton-
Substrat  sowie  10µl  Accelerator  besteht.  Die  96-Loch-Platte  wird  30-60min  auf  einem 
Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend im Luminometer gemessen.  
Es ist ebenfalls möglich, bereits aufgeschlossene Proteinsuspensionen, sei es aus Hefe- oder 
Bakterienstämmen,  auf  ihre  b-Galactosidase-Aktivität  bzw.  b-Galactosidase-Komplemen-
tation zu untersuchen. Die zu vermessenden Proteinlösungen werden auf ein Gesamtvolumen 
von 50µl gebracht, mit 50µl Diluent Buffer sowie 0,5µl Substrat versetzt und für 45min auf   3. Methoden 
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dem Schüttler vorinkubiert. Nach Zugabe von 50µl des Accelerator II  wird die Platte im 
Luminometer gemessen.  
 
3.4.11. Co-Immunpräzipitation 
Diese Methode dient zur Untersuchung der LQYLWUR-Interaktion zweier Proteine. Die Proteine 
werden jeweils einzeln und in verschiedenen Mischungen in 300µl eines physiologischen 
Puffers aufgenommen, mit 2µg Antikörper, der spezifisch an eins der beiden Proteine bindet, 
versetzt und 45min auf Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wird zu jedem Ansatz 40µl Protein 
A/G-Sepharose, die vorher im entsprechenden Puffer äquilibriert wurde, gegeben und 4h bei 
4°C über Kopf geschüttelt. Anschließend wird die Protein A/G-Sepharose pelletiert, zweimal 
mit 500µl TNET-Puffer und einmal mit 500µl TNE-Puffer (Rezepte siehe 3.4.13) gewaschen. 
Wenn  die  Proteine  eine  starke  LQ YLWUR-Interaktion  aufweisen,  sind  in  der  nun  folgenden 
Immunoblot Analyse spezifische Banden beider Proteine zu detektieren. 
 
3.4.12. Untersuchung der Kinaseaktivität von PKB/Akt 
Der  Akt  Kinase  Assay  Kit  (Cell  Technology)  stellt  eine  nicht-radioaktive  Methode  zur 
Bestimmung der PKB/Akt-Kinaseaktivität dar. Da die Zellen am Tag des Assays ca. 70-80% 
konfluent  sein  sollten,  werden  am  Vortag  1  x  10
6  der  zu  untersuchenden  Zellen  in 
Hungermedium  mit  0,5%  Serum  in  einem  Volumen  von  8ml  in  einer  10cm-Gewebe-
kulturschale  ausgesetzt.  Nach  der  Aussaat  sollen  die  Zellen  mindestens  für  16h  in 
Hungermedium gehalten werden, um Akt/PKB in den nicht-aktivierten Zustand zu bringen. 
Pro  Zelllinie  werden  zwei  verschiedene  Zustände  betrachtet,  zum  einen  eine 
serumgehungerte, unstimulierte Kontrolle, zum anderen ein Ansatz, der durch Zugabe von 
200µl 10% FCSi und 6µl eines Wachstumsfaktor-Cocktails für 10min bei 37°C stimuliert 
wird. Zur Zellernte wird das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 
danach durch die Zugabe von 300µl Zelllyse-Puffer (aus Kit) lysiert. Die Lysate werden in 
Eppendorfgefäße  überführt,  die  Zelltrümmer  pelletiert  und  der  Überstand  einer 









finale Konzentration jeweils 10 ng/ml  
 
-  Stocklösungen von 10 µg/ml herstellen 
-  pro Probe werden je 2 µl der drei Wachstumsfaktoren 
in einem Eppendorfgefäß zusammenpipettiert 
 
 
Zur Immunpräzipitation werden zwei unterschiedliche Antikörper verwendet. Um Wildtyp 
PKB/Akt aus dem Überstand zu präzipitieren, wird anti-Akt-Agarose, um das konstitutiv-
aktive  PKB/Akt-Konstrukt  zu  präzipitieren,  anti-Flag-M2-Affinity-Gel  verwendet.  Diese 
beiden  Matrix-gekoppelten  Antikörper  werden  zunächst  in  Zelllyse-Puffer  äquilibriert. 
Anschließend  werden  die  Überstände  nach  Zugabe  von  jeweils  20µl  der  entsprechenden 
Antikörper  für  4h  bei  4°C  über  Kopf  geschüttelt.  Nach  dieser  Zeit  werden  die  Matrix-
gekoppelten Antikörper pelletiert, zweimal mit jeweils 500µl Zelllyse-Puffer und einmal mit 
500µl Kinase-Puffer (aus Kit) gewaschen. Die präzipitierten Proteine können nun auf ihre 
Kinaseaktivität untersucht werden. 
Abbildung 3-5 zeigt eine schematische Darstellung des PKB/Akt Kinaseaktivitätstests. Wenn 
PKB/Akt an Thr
308 und Ser
473 phosphoryliert und somit aktiv ist, kann es das rekombinante 
PKB/Akt-Substrat  GSK-3  an  Ser
9  bzw.  Ser
21  phosphorylieren.  Mit  einem  phospho-
spezifischen  Antikörper  gegen  GSK-3  lässt  sich  diese  Phosphorylierung  im  Immunoblot 
nachweisen. Zur Durchführung des Aktivitätstest wird das Pellet der präzipitierten Proteine in   3. Methoden 
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40µl Kinase-Puffer aufgenommen. Nun werden 200µM ATP und 1µg rekombinantes GSK-3-
Fusionsprotein zu jedem Ansatz gegeben und diese 30min bei 30°C inkubiert. Durch Zugabe 
von 20µl 3x SDS Probenpuffer und anschließendem Aufkochen auf 95°C wird die Reaktion 














3.4.13. Immunpräzipitation und Kinaseaktivitätstest der Focal Adhesion Kinase 
Um zu klären, ob Focal Adhesion Kinase (FAK) an der PKB/Akt-vermittelten Verhinderung 
von Anoikis beteiligt ist, soll FAK aus MCF10A Wildtyp und CA-PKB/Akt-exprimierenden 
Zellen  immunopräzipitiert  und  anschließend  auf  seine  Kinaseaktivität  untersucht  werden. 
MCF10A können in Bakterienschalen nicht adhärieren und unterlaufen somit Anoikis.  
Jeweils 1x10
6 Zellen werden unter unterschiedlichen Kulturbedingungen wie folgt kultiviert: 
 
1.  10cm Gewebekulturschale  Hungermedium mit 0,5% Serum ohne weitere Zusätze  
2.  10cm Gewebekulturschale  Kulturmedium mit 10% Serum und allen Zusätzen 
3. Bakterienschale  Hungermedium mit 0,5% Serum ohne weitere Zusätze 
4.  Bakterienschale  Kulturmedium mit 10% Serum und allen Zusätzen 
 
Nach  16h  Inkubation  werden  die  Zellen  mit  500µl  Lysis-Puffer  lysiert,  die  Zelltrümmer 
pelletiert (10min / 14000rpm / 4°C), der Überstand jeweils mit 2µg anti-FAK-Antikörper 
versetzt und dieser dann 45min auf Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wird zu jedem Ansatz 40µl 
Protein A-Sepharose, die vorher in Lysis-Puffer äquilibriert wurde, gegeben und 4h bei 4°C 
über Kopf geschüttelt. Anschließend wird die Protein A-Sepharose pelletiert, zweimal mit 
500µl TNET-Puffer und einmal mit 500µl TNE-Puffer gewaschen. Die präzipitierten Proteine 
können nun auf ihre Kinaseaktivität untersucht werden. 
 
/\VLV3XIIHU  100mM   NaCl 
  50mM   Tris pH8 
  100µM   NaVO4 
  1%   NP40 
  20mM   NaF 
  1mM   PMSF 
 
71(73XIIHU 140mM  NaCl 
  50mM  Tris, pH7,5 
  5mM  EDTA 
  1%  NP40 
 
71(3XIIHU 140mM  NaCl 
  50mM  Tris, pH7,5 
  5mM  EDTA
 
Mit  allen  Immunpräzipitaten  werden  Poly-Glu-Tyr  Kinaseassays  in  einer  Flash-Plate 
durchgeführt, an deren Oberfläche Proteine sehr gut anhaften können, wodurch die Messung 
des radioaktiv markierten  Substrats nach mehreren  Waschschritten  ermöglicht wird. Dazu 
werden die Pellets in 40 µl Assaypuffer resuspendiert, folgende Ansätze zusammenpipettiert 
und 60min bei 37°C inkubiert: 
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$QVDW]  40 µl   Immunpräzipitat in Assaypuffer 
  19 µl   kaltes ATP 
  20 µl   Poly-Glu-Tyr (final 1µM) 
  1 µl  
32P-ATP (10 µCi) 
 
$VVD\SXIIHU 100mM   Hepes pH 7.5 
  2mM   DTT 
  5µM   NaVO4 
  15mM   MgCl2 
 
6RQVWLJHV  kaltes ATP  100 µM Stocklösung in H2O 
  Poly-Glu-Tyr  25mg/ml Stocklösung in H2O (Sigma P0275); 1:100 auf 
250µg/ml verdünnen 
 
Die Reaktion wird nach 1h durch die Zugabe von 100µl 2% H3PO4 abgestoppt. Die Platte 
wird nun dreimal mit MilliQ Aqua gewaschen und anschließend im Microbeta gemessen. 
 
3.4.14. Apoptose ELISA 
Der  Cell  Death  Detection  ELISA
PLUS  (Roche  Molecular  Biochemicals)  detektiert  Histon-
assoziierte  DNA-Fragemente  (Homo-  und  Oligonukleosomen),  die  nach  Induktion  des 
Zelltodes durch Degradation der DNA entstehen. Zur Durchführung des ELISA wird das zu 
untersuchende  Zelllysat  in  eine  Streptavidin-beschichtete  Mikrotiterplatte  gegeben.  Nun 
werden  anti-Histon-Biotin-  und  anti-DNA-POD-Antikörper  hinzugegeben  und  die  Platte 
inkubiert.  Der  anti-Histon-Biotin-Antikörper  bindet  an  Histone,  die  in  Nukleosomen 
assoziiert  sind,  und  koppelt  dieses  Aggregat  über  die  Biotin-Streptavidin-Bindung  an  die 
Oberfläche  der  Mikrotiterplatte.  Der  anti-DNA-POD-Antikörper  bindet  an  DNA,  die  in 
Nukleosomen assoziiert ist, und ist an eine Peroxidase gekoppelt, die ein Substrat (ABTS) 
umsetzen kann, das sich bei 405nm detektieren lässt. 
Es werden jeweils 2x10
6 der zu untersuchenden Zellen in 6-Loch-Platten in 2ml Hunger-
medium mit 0,5% Serum ausgesetzt und über Nacht bei 37°C inkubiert. Nun werden die zur 
Induktion  der  Apoptose  ausgesuchten  Zytostatika  zugegeben  und  diese  Ansätze 
unterschiedlich  lange  inkubiert.  Die  Zellen  werden  nach  der  entsprechenden  Zeit  durch 
Zugabe  von  200µl  Lysepuffer  (aus  Kit)  lysiert  und  für  30min  auf  Eis  inkubiert.  Die 
Zelltrümmer werden pelletiert und jeweils 20µl (entspricht 1x10
3 Zellen) in die Streptavidin-
beschichtete  Mikrotiterplatte  gegeben.  Für  jeden  Ansatz  wird  eine  Doppelbestimmung 
durchgeführt.  Nach  der  Zugabe  von  80µl  Immunoreagenz  wird  die  Platte  unter  leichtem 
Schütteln 2h bei Raumtemperatur inkubiert, dreimal mit Incubation Puffer gewaschen und 
anschließend jeweils 100µl ABTS-Lösung zugegeben. Nach 15min Reaktionszeit wird die 
Platte bei 405nm im Victor Multilabel Counter gemessen. 
 
3.4.15. Colorimetrischer Caspase 3 Aktivitätstest 
Caspase 3 gehört zur Familie der Cystein Proteasen und die Pro-Caspase wird bei Aktivierung 
in  ein  17  und  12kDa  Fragment  geschnitten.  Der  Caspase-3  Cellular  Activity  Assay  Kit 
(Calbiochem) ermöglicht den Nachweis von aktivierter Caspase 3 in Zelllysaten. Ein Caspase 
3-spezifisches  Substrat  (DEVD-pNA)  wird  durch  aktivierte  Caspase  3  gespalten  und  
p-Nitroanilin freigesetzt. p-Nitroanilin besitzt ein Absorptionsmaximum bei 405nm und kann 
somit im Victor Multilabel Counter quantifiziert werden. 
3x10
6 Zellen werden in einer 14cm Gewebekulturschale in Hungermedium mit 0,5% Serum 
ausgesät.  Nach  Inkubation  für  16h  bei  37°C  werden  die  Zellen  mit  der  entsprechenden   3. Methoden 
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Konzentration an Zytostatika für eine jeweilige Dauer (24h bzw. 36h) behandelt. Die Zellen 
werden  mit  Trypsin  abgelöst,  pelletiert,  mit  PBS  gewaschen  und  schließlich  in  100µl 
Lysepuffer (aus Kit) für 5min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer werden pelletiert (10min / 
10000g / 4°C) und der Überstand direkt im Aktivitätstest eingesetzt. Dazu wird folgender 
Ansatz zusammenpipettiert: 
 
$QVDW] 80µl  Assay Puffer 
  10µl  Zellextrakt 
  10µl   Substrat (DEVD-pNA) 
 
Als Negativkontrolle fungiert ein Ansatz ohne Zellextrakt, als Positivkontrolle werden 30U 
rekombinante  Caspase  3  eingesetzt.  Um  zu  überprüfen,  ob  es  sich  um  eine  spezifische 
Spaltung  des  Substrates  durch  aktivierte  Caspase  3  handelt,  wird  jeweils  ein  Ansatz  vor 
Zugabe des Substrates für 10min mit 20µl Caspase 3 Inhibitor behandelt. Durch Zugabe des 
Substrates wird die Reaktion gestartet und der Verlauf durch Messung alle 3min über einen 
Zeitraum von 75min im Victor Multilabel Counter bei 405nm verfolgt. Zur Auswertung muss 







B @ = 50µM / Abs405 Negativkontrolle 
 
Um nun die Caspase 3-Aktivität zu bestimmen, muss aus den oben gemessenen Daten der 
lineare Bereich bestimmt und daraus der Anstieg der Absorption bei 405nm pro min errechnet 
werden. Die Caspase 3-Aktivität ergibt sich dann nach folgender Formel: 
 
$NWLYLWlW>SPROPLQ@ = Steigung Abs405 [DAbs/min] x Konversionsfaktor x Volumen [µl] 

3.4.16. Colorimetrischer Caspase 8 Aktivitätstest 
Caspase 8 gehört zur Familie der Cystein Proteasen und die Pro-Caspase wird bei Aktivierung 
in  ein  18  und  11kDa  Fragment  geschnitten.  Der  Caspase-8  Cellular  Activity  Assay  Kit 
(Calbiochem) ermöglicht den Nachweis von aktivierter Caspase 8 in Zelllysaten. Ein Caspase 
8-spezifisches  Substrat  (Ac-IETD-pNA)  wird  durch  aktivierte  Caspase  8  gespalten  und  
p-Nitroanilin freigesetzt. p-Nitroanilin besitzt ein Absorptionsmaximum bei 405nm und kann 
somit im Victor Multilabel Counter quantifiziert werden. 
3x10
6 Zellen werden in einer 14cm Gewebekulturschale in Hungermedium mit 0,5% Serum 
ausgesät.  Nach  Inkubation  für  16h  bei  37°C  werden  die  Zellen  mit  der  entsprechenden 
Konzentration an Zytostatika für eine jeweilige Dauer (24h bzw. 36h) behandelt. Die Zellen 
werden mit 400µl Lysepuffer (aus Caspase 3 Cellular Activity Assay Kit) überschichtet und 
für 5min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer werden pelletiert (10min / 10000g / 4°C) und der 
Überstand  direkt  im  Aktivitätstest  eingesetzt.  Dazu  wird  folgender  Ansatz 
zusammenpipettiert: 
 
$QVDW] 50µl  Assay Puffer 
  40µl  Zellextrakt 
  10µl   Substrat (Ac-IETD-pNA) 
 
Als Negativkontrolle fungiert ein Ansatz ohne Zellextrakt, als Positivkontrolle werden 30U 
rekombinante Caspase 8 eingesetzt. Durch Zugabe des Substrates wird die Reaktion gestartet, 
die Platte für 10min bei 37°C inkubiert und dann der Verlauf durch Messung alle 3min über 
einen Zeitraum von 75min im Victor Multilabel Counter bei 405nm verfolgt. Zur Auswertung 







B @ = 50µM / Abs405 Negativkontrolle 
   3. Methoden 
  68 
Um nun die Caspase 8-Aktivität zu bestimmen, muss aus den oben gemessenen Daten der 
lineare  Bereich  bestimmt  und  daraus  die  Steigung  der  Absorption  bei  405nm  pro  min 
errechnet werden. Die Caspase 8-Aktivität ergibt sich dann nach folgender Formel: 
 
$NWLYLWlW>SPROPLQ@ = Steigung Abs405 [DAbs/min] x Konversionsfaktor x Volumen [µl] 
 
3.4.17. Colorimetrischer Caspase 9 Aktivitätstest 
Caspase 9 gehört zur Familie der Cystein Proteasen und die Pro-Caspase wird bei Aktivierung 
in  ein  35  und  10kDa  Fragment  geschnitten.  Der  Caspase-9  Colorimetric  Assay  (R&D 
Systems) ermöglicht den Nachweis von aktivierter Caspase 9 in Zelllysaten. Ein Caspase 9-
spezifisches  Substrat  (LEHD-pNA)  wird  durch  aktivierte  Caspase  9  gespalten  und  
p-Nitroanilin freigesetzt. p-Nitroanilin besitzt ein Absorptionsmaximum bei 405nm und kann 
somit im Victor Multilabel Counter quantifiziert werden. 
3x10
6 Zellen werden in einer 14cm Gewebekulturschale in Hungermedium mit 0,5% Serum 
ausgesät.  Nach  Inkubation  für  16h  bei  37°C  werden  die  Zellen  mit  der  entsprechenden 
Konzentration an Zytostatika für eine jeweilige Dauer (24h bzw. 36h) behandelt. Die Zellen 
werden  mit  Trypsin  abgelöst,  pelletiert,  mit  PBS  gewaschen  und  schließlich  in  125µl 
Lysepuffer (aus Kit) für 10min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer werden pelletiert (10min / 
10000g / 4°C) und der Überstand direkt im Aktivitätstest eingesetzt. Dazu wird folgender 
Ansatz zusammenpipettiert: 
 
$QVDW] 50µl  Reaction Buffer 
  50µl  Zellextrakt 
  5µl   Substrat (LEHD-pNA) 
 
Als Negativkontrolle fungiert ein Ansatz ohne Zellextrakt. Durch Zugabe des Substrates wird 
die Reaktion gestartet, die Platte für 1-2h bei 37°C inkubiert und dann im Victor Multilabel 
Counter bei 405nm vermessen.  
 
3.4.18. Cytochrom C Fraktionierung und Quantifizierung mittels ELISA 
Die Methode dient zur Trennung und Isolierung der mitochondrialen und der cytosolischen 
Fraktion von eukaryontischen Zellen mittels fraktionierter Zentrifugation, um die Verteilung 
von Cytochrom C zwischen diesen beiden Kompartimenten zu bestimmen [86]. 
Jeweils 1x10
6 Zellen werden für 4h bzw. 8h mit Zytostatika behandelt, um die Freisetzung 
von Cytochrom C aus den Mitochondrien zu induzieren. Die Zellen werden nach dieser Zeit 
abtrypsiniert,  pelletiert  (5min  /  2000rpm  /  4°C)  und  mit  kaltem  PBS  gewaschen.  Das 
Zellpellet wird in 500µl Puffer A aufgenommen und die Zellen auf Eis in einem Teflon-
Homogenisator homogenisiert (40x). Das Homogenat wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß 
überführt und zentrifugiert (10min / 3000rpm / 4°C), um die Zelltrümmer abzutrennen. Der 
Überstand wird erneut in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (30min / 13000rpm [12500g] / 
4°C). Wiederum wird der Überstand abgenommen und mit 500µl Solubilisierpuffer versetzt. 
Dies stellt die cytosolische Fraktion dar. Das Pellet wird als mitochondriale Fraktion in 500µl 
Puffer B aufgenommen. 
 
3XIIHU$ (für 250ml):  20mM   Hepes-KOH, pH7,5 
  10mM   KCl 
  1,5mM   MgCl2 
  1mM   Na EDTA 
  1mM   Na EGTA 
  1mM   DTT   3. Methoden 
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  250mM   Sucrose 
  frische Zugabe von PMSF, NaVO4 
 
3XIIHU%  1:1 Gemisch aus Puffer A und Solubilisierpuffer aus Caspase 9-Kit 
 
Zur  Durchführung  des  Cytochrom  C  ELISA  (Oncogene)  werden  die  cytosolische  und 
mitochondriale Fraktion für 1h bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert, um 
Cytochrom  C  zu  solubilisieren.  Nun  werden  62,5µl  der  einzelnen  Ansätze  mit  187,5µl 
Calibrator Diluent RD5P (1x) versetzt und für 15min inkubiert. Währenddessen wird in jede 
Kavität der Mikrotiterplatte 100µl Calibrator Diluent RD5P (1x) vorgelegt, ehe nach Zugabe 
von 100µl der jeweiligen Probe die Ansätze für 2h bei Raumtemperatur inkubiert werden. Die 
Platte wird anschließend viermal mit jeweils 400µl wash buffer gewaschen, wobei darauf zu 
achten ist, dass nach dem letzten Waschschritt die Platte gut getrocknet wird. Nun werden 
200µl Cytochrome C conjugate zugegeben und die Ansätze erneut für 2h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit jeweils 400µl wash buffer werden 200µl Substrate 
Solution  zugegeben,  die  Platte im  Dunkeln  30min  bei Raumtemperatur  inkubiert  und  die 
Reaktion nach dieser Zeit durch die Zugabe von 50µl Stop Solution beendet. Die Messung 
erfolgt innerhalb von 30min bei 450nm. Für jede Probe kann nun die prozentuale Verteilung 
von Cytochrom C in den beiden Kompartimenten berechnet werden.  
 
3.4.19. FACS-Analyse 
Mit  dieser  Methode  lässt  sich  die  Expression  eines  Proteins  an  der  Zelloberfläche 
untersuchen. Jeweils 1,3x10
6 Zellen in 10cm Gewebekulturschalen werden für eine bestimmte 
Zeit mit den zu testenden Zytostatika behandelt. Anschließend werden die zu markierenden 
Zellen mit EDTA/PBS abgelöst, pelletiert (5min / 2000rpm / 4°C), mit 5ml eiskaltem 70%-
igem Ethanol fixiert und 24h bei –20°C eingefroren. Nach dem Auftauen werden die fixierten 
Zellen pelletiert und in 3ml FACS-Lösung aufgenommen. Anschließend werden die Zellen 
erneut  pelletiert,  in  100µl  FACS-Lösung  aufgenommen  und  in  1,5ml  Reaktionsgefäße 
überführt. 5µl des FITC-markierten Antikörpers werden zu den einzelnen Ansätzen gegeben 
(Anti-Apo-1/Fas-FITC  /  Verdünnung  1:20)  und  diese  für  30min  bei  4°C  lichtgeschützt 
inkubiert.  Danach  werden  die  Zellen  pelletiert  und  dreimal  mit  750µl  FACS-Lösung 
gewaschen.  Nach jedem  Waschschritt  werden  die  Zellen für  5min  bei 2000rpm  und  4°C 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach erneutem dreimaligem Waschen wird das 
Zellpellet in 200µl FACS-Fixierlösung aufgenommen. Die Messung der Proben erfolgt direkt 
in einem FACS-Scan Gerät der Firma Becten Dickinson mit einer Einstellung FL1 450 und 
SSC 340. 
 






)$&6)L[LHUO|VXQJ 1% (v/v)  Formaldehyd in PBS 
 
  4. Ergebnisse 





In einer Vielzahl maligner Transformationen spielt die Deregulation der Ras-Signalkaskade 
eine  bedeutende  Rolle,  wobei  der  Protein-Protein-Interaktion  zwischen  Ras  und  Raf  eine 
Schlüsselfunktion in der Aktivierung dieses mitogenen Signalwegs zukommt [20, 37]. Erste 
Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet haben gezeigt, dass es sich bei der Inhibition der 
Ras-Raf-Interaktion um einen vielversprechenden Ansatz handelt, da mit Sulindac Sulfid eine 
Substanz gefunden werden konnte, die als Inhibitor dieser Protein-Protein-Interaktion fungiert 
und somit die Ras-induzierte Transformation von Tumorzellen potentiell verhindern kann [43, 
161].  Die  Entwicklung  eines  Testsystems  zur  Suche  nach  spezifischen  Inhibitoren  dieser 
Wechselwirkung stellt daher einen wichtigen Ansatzpunkt zur Findung weiterer Substanzen 
dar, die die mitogene Signalkaskade unterbrechen können. Der erste Teil dieser Promotions-
arbeit  befasste  sich  mit  der  Etablierung  eines  Testsystems  zur  Wirkstofffindung  für 
Inhibitoren der Ras-Raf-Interaktion. 

4.1.1.  Prinzip des Testsystems 
Das Enzym b-Galactosidase ist in seiner aktiven Form aus vier identischen Untereinheiten 
von jeweils 116kDa aufgebaut. In der Literatur wurden bakterielle Deletionsmutanten der  
b-Galactosidase beschrieben, die kein aktives Enzym bilden können. Durch die Zugabe des 
deletierten  Abschnitts  der  b-Galactosidase  zu  diesen  Deletionsmutanten  lässt  sich  die 
Aktivität des Komplexes zum großen Teil rekonstituieren, ein Vorgang, der in der Literatur 
als a-Komplementation beschrieben ist [164-166]. Diese komplementierte b-Galactosidase-
Aktivität entsteht durch die Dosis-abhängige Bildung eines stabilen Hetero-Oktamers, das 
eine ähnliche Domänenstruktur aufweist, wie das Wildtyp Homotetramer. Die N- und die C-
terminale Region der b-Galactosidase, die bei der a-Komplementation beteiligt sind, werden 
als a- bzw. w-Region bezeichnet, das Zentralpeptid als m-Region.  
Zur Entwicklung eines  LQ YLWUR Testsystems, das Protein-Protein-Interaktionen detektierbar 
macht, wurden Deletionsmutanten wie in Abschnitt 3.1.10. beschrieben kloniert, die alleine 
nur  sehr  schwach  miteinander  interagieren  können.  Durch  die  Fusion  der  nicht-
interagierenden  Deletionsmutanten  mit  den  beiden  interagierenden  Proteinen  Ras/ 
Raf(Interaktionsdomäne)  sowie  Activin-1B-Rezeptor/FKBP12  sollte  eine  Komplementation   4. Ergebnisse 
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ermöglicht und somit eine b-Galactosidase-Aktivität detektierbar gemacht werden (Abb. 4-1). 
Das Proteinpaar Activin-1B-R/FKBP12 wurde zur Validierung des Testsystems ausgewählt, 
da  es sich zum einen  um eine  sehr starke, gut charakterisierte Protein-Protein-Interaktion 
handelt und zum anderen mit FK506 ein Inhibitor dieser Interaktion existiert, wodurch die 










































$EE 3ULQ]LSGHULQWUDFLVWURQLVFKHQE*DODNWRVLGDVH.RPSOHPHQWDWLRQDargestellt sind verschiedene 
Proteinpaare und ihr zu erwartendes Ergebnis im Aktivitätstest. Die Da- und die Dw-Deletions-
mutante sollten sich nicht komplementieren und somit im Aktivitätstest kein Signal ergeben. Die 
Dm-Deletionsmutante  sollte  in  der  Lage  sein,  sowohl  Da  als  auch  Dw  zu  komplementieren. 
Getrieben durch die Interaktion der Proteinpaare Ras und Raf sowie Activin-1B-R und FKBP12 
sollte es zu einer Komplementation und somit zum Auftreten eines Signals bei der Kombination der 
beiden Fusionsproteinpaare kommen.  
 
 
Das Konstrukt Da entspricht der natürlich vorkommenden Mutation M15 und kann aufgrund 
des  Vorhandenseins  der  zentralen  m  Domäne  die  Deletionsmutante Dw  nur  sehr  schwach 
komplementieren. Die Deletionsmutante Dm sollte in der Lage sein, sowohl Da  als auch Dw 
zu komplementieren und dient daher als Kontrolle. Die Struktur der Deletionsmutanten wurde 
analog zu einem LQYLYR Testsystem aus der Literatur übernommen [62]. 
 
4.1.2  Expressionssystem 3LFKLD3DVWRULV 
Zunächst  wurden  die  Gene  der  Wildtyp  b-Galactosidase  sowie  der  Deletionsmutanten  im 
Expressionsvektor pPICZ-B stabil in den 3LFKLD3DVWRULVStamm SMD1163 transformiert und 
integriert.  Nach  Selektion  rekombinanter  Stämme  mit  Zeocin  wurde  die  Expression  der 
Proteine in Flüssigkultur induziert und die Enzymaktivität der Wildtyp b-Galactosidase, der 
einzelnen Deletionsmutanten sowie von Mischungen sich komplementierender und sich nicht-
komplementierender  Deletionsmutanten  mittels  eines  hochsensitiven  Substrats  wie  in 
Abschnitt  3.4.10.  beschrieben  (Galacton  Light-Kit  /  TROPIX)  detektiert.  Für  Wildtyp    4. Ergebnisse 
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b-Galactosidase ließ sich nur eine sehr schwache Aktivität messen, während weder für die 
Deletionsmutanten alleine noch in  Kombination mit  ihren  Komplementationspartnern eine 
Enzymaktivität beobachtet werden konnte. Mögliche Gründe für dieses Ergebnis lagen zum 
einen  in  einer  sehr  niedrigen  Proteinexpression  und  zum  anderen  einem  mangelhaften 
Aufschluss der Proben durch den mitgelieferten Hefelysepuffer.  
Um  die  Selektionsbedingungen  rekombinanter  Stämme  zu  optimieren  wurde  die  Zeocin-
Konzentration  in  verschiedenen  Ansätzen  erhöht,  wobei  sich  zeigte,  dass  bei  steigendem 
Selektionsdruck zwar die Gesamtzahl der selektierten Klone geringer war, diese Klone aber 
nicht  zwangsläufig  eine  höhere  Proteinexpression  aufwiesen.  Daher  wurden  die 
rekombinanten  Hefekulturen  in  einem  weiteren  Ansatz  zur  Verbesserung  der  Aufschluss-
effizienz  mit  Glas-Kügelchen  und  später  auch  mit  Zirkonium-Chlorid-Kügelchen 
aufgeschlossen. Es konnte aber selbst durch die Veränderung des Aufschlussverfahrens keine 
Erhöhung des Signals im b-Galactosidase-Aktivitätstest erzielt werden. Auch eine Variation 
(sowohl Verlängerung als auch Verkürzung) der Induktionszeit der Hefestämme zeigte keine 
Erhöhung  der  b-Galactosidase-Aktivität.  Das  Hauptproblem  dieses  Ansatzes  lag  sehr 
wahrscheinlich an den zu niedrigen Expressionsraten der rekombinanten Hefestämme. 
Um rekombinante Hefestämme mit einer höheren Expressionsrate zu erhalten, wurden die 
Gene der Wildtyp b-Galactosidase sowie der Deletionsmutanten in den Expressionsvektor 
pPIC3.5K umkloniert. Dieser Vektor besitzt zwei Vorteile gegenüber dem Vektor pPICZ-B: 
Zum einen kommt es bei der Transformation in 3LFKLD3DVWRULV zu Mehrfach-Insertionen in 
das  Genom,  zum  anderen  erlaubt  dieser  Vektor  eine  Doppelselektion  auf  rekombinante 
Stämme.  Zunächst  wurde  der  3LFKLD 3DVWRULV Stamm  SMD1163  mit  dem  Wildtyp  
b-Galactosidase-Konstrukt sowie den Deletionsmutanten-Konstrukten im Expressionsvektor 
pPIC3.5K mittels Elektroporation stabil transformiert. Die erste Selektion erfolgte auf Platten 
mit Histidin-freiem Medium, auf dem nur rekombinante Stämme wachsen können, da der 
pPIC3.5K-Vektor eine HIS4-Kassette enthält und somit die endogene Synthese von Histidin 
ermöglicht. In einem zweiten Selektionsschritt wurden die rekombinanten Stämme auf Platten 
mit unterschiedlichen Konzentrationen G418 selektiert, da die Anzahl der Insertionen des 
Vektors ins Genom mit G418-Resistenz korreliert. Flüssigkulturen von Einzelklonen, die auf 
1mg/ml G418 wuchsen, wurden induziert, mit Zirkonium Chlorid-Kügelchen aufgeschlossen 
und sowohl einer Western Blot Analyse als auch einer funktionalen Analyse unterzogen. Die 
Ergebnisse sind in Abbildung 4-2 dargestellt. 
In  der  Western  Blot  Analyse  konnte  für  jeweils  zwei  Klone  die  Expression  der  Wildtyp  
b-Galactosidase  und  der  Deletionsmutanten  gezeigt  werden.  Auch  im  funktionalen   4. Ergebnisse 
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Enzymaktivitätstest  ließen  sich  höhere  Werte  für  den  Wildtyp  detektieren  als  in  den 
Experimenten mit pPICZ-B als Expressionsvektor, aber auch in diesem Ansatz konnte keine 




























































































Da - #1 & Dw - #1 
Da - #3 & Dw - #2 
Dw - #1 & Dm - #1 
Dw - #2 & Dm - #2 
Da - #1 & Dm - #1 
Da - #3 & Dm - #2 


































































































Da - #1 & Dw - #1 
Da - #3 & Dw - #2 
Dw - #1 & Dm - #1 
Dw - #2 & Dm - #2 
Da - #1 & Dm - #1 
Da - #3 & Dm - #2 
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$EE $ :HVWHUQ%ORW$QDO\VHYRQUHNRPELQDQWHQ3LFKLD3DVWRULV6WlPPHQDargestellt sind Lysate 
von jeweils zwei SMD1163-Klonen, die mit den pPIC3.5K-Konstrukten transformiert wurden. 
Die Detektion erfolgte mittels anti-b-Galactosidase-Antikörper und anschließendem Nachweis 
gebundener Sekundärantikörper mittels Chemolumineszens. 
 
 % (Q]\PDNWLYLWlWVWHVW YRQ :LOGW\S E*DODFWRVLGDVH E]Z 'HOHWLRQVPXWDQWHQRekombinante 
Hefestämme  wurden  mit  Zirkonium-Chlorid-Kügelchen  aufgeschlossen  und  die  Zelllysate 
alleine  und  in  Kombination  mittels  eines  luminometrisch  nachweisbaren  Substrats  auf  b-
Galactosidase-Aktivität untersucht. Die Deletionsmutanten wiesen selbst keine b-Galactosidase-
Aktivität auf. Diese ließ sich jedoch auch durch Zugabe der Dm-Mutante, die sowohl Da als auch 
Dw komplementieren sollte, nicht rekonstituieren. 
 
 
Durch die Verwendung des neuen Vektors und der daraus resultierenden Möglichkeit der 
Doppelselektion konnte das Signal-zu-Hintergrund-Verhältnis deutlich gesteigert werden. Vor 
allem das niedrige Signal der einzelnen Mutanten im Aktivitätstest würde es ermöglichen, 
dass  eine  LQ YLWUR-Komplementation  der  Deletionsmutanten  detektierbar  wird.  Sowohl 
Wildtyp b-Galactosidase als auch die Deletionsmutanten ließen sich weiterhin ausschließlich 
in der Western Blot Analyse und nicht als prominente Bande im Coomassie gefärbten SDS-
Polyacrylamid-Gel nachweisen. Daher stellte möglicherweise die nach wie vor relativ geringe 
Expressionsrate  der  rekombinanten  Stämme  den  Grund  dar,  dass  keine  LQ YLWUR-
Komplementation zu beobachten war. Darüber hinaus wäre denkbar, dass endogene  3LFKLD
3DVWRULV Proteine,  die  sich  im  Zellaufschluss  befinden,  die  LQ YLWUR-Komplementation  der   4. Ergebnisse 
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Deletionsmutanten  verhindern  könnten.  Da  die  Transformation  der  Konstrukte  in  3LFKLD
3DVWRULV  und  die  anschließende  Selektion  eine  sehr  zeitaufwendige  Methode  und  darüber 
hinaus  sehr  anfällig  gegenüber  geringen  Verunreinigungen  ist,  wurde  beim  weiteren 
Vorgehen mit einem bakteriellen Expressionssystem gearbeitet. 
 
4.1.3.   Expressionssystem EFROL ER2507 
Die  Konstrukte  wurden  wie  in  Abschnitt  3.1.10.  beschrieben  in  den  prokaryontischen 
Expressionsvektor pFLAG kloniert. Zur Expression der Deletionsmutanten wurde der E. FROL 
Stamm  ER2507,  der  keine  endogene  b-Galactosidase  bzw.  b-Galactosidase-Deletions-
mutanten enthält, mit diesen Konstrukten transformiert, Flüssigkulturen von Einzelklonen mit 
IPTG  (final  0,5mM)  induziert  und  die  Expression  nach  Lyse  durch  Spitzenultraschall-
behandlung  im  Western  Blot  und  im  Enzymaktivitätstest  analysiert.  Die  Expression  der 
Wildtyp  b-Galactosidase  sowie  der  drei  Deletionsmutanten  konnte  in  der  Western  Blot 
Analyse nachgewiesen werden (Abb. 4-3A).  
 
















































































































































































Da #1 - Dw #1
Da #3 - Dw #8
Da #1 - Dm #1
Da #3 - Dm #4
Dw #1 - Dm #1
Dw #8 - Dm #4
















































































































































































Da #1 - Dw #1
Da #3 - Dw #8
Da #1 - Dm #1
Da #3 - Dm #4
Dw #1 - Dm #1
Dw #8 - Dm #4
 
$EE $ :HVWHUQ%ORW$QDO\VHYRQ(FROL(5/\VDWHQDargestellt sind Lysate von jeweils zwei 
Klonen, die mit den pFLAG-Konstrukten transformiert wurden. Die Detektion erfolgte mittels 
anti-b-Galactosidase-Antikörper und anschließendem Nachweis gebundener Sekundärantikörper 
mittels Chemolumineszens. 
 
 % (Q]\PDNWLYLWlWVWHVW PLW :LOGW\SE*DODFWRVLGDVH E]Z 'HOHWLRQVPXWDQWHQE.  FROLER2507
Transformanden wurden mittels Spitzenultraschall aufgeschlossen und die Zelllysate alleine und 
in  Kombination  mittels  eines  luminometrisch  nachweisbaren  Substrats  auf  b-Galactosidase-
Aktivität untersucht. Für Wildtyp b-Galactosidase ergab sich ein sehr hohes Signal, das über 
mehrere Verdünnungsstufen linear anstieg. Die Deletionsmutante Da wies eine relativ starke 
Eigenkomplementation  auf.  Durch  Zugabe  der  Dm-Mutante,  die  sowohl  Da  als  auch  Dw 
komplementieren  sollte,  ließ  sich  keine  LQ YLWUR-Komplementation  der  Deletionsmutanten 
beobachten. 
   4. Ergebnisse 
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Im Enzymaktivitätstest mit Wildtyp b-Galactosidase war im Vergleich zu den Ansätzen in 
3LFKLD3DVWRULV ein deutlich höherer Messwert zu detektieren, wobei das Messsignal für die 
Aktivität der Wildtyp b-Galactosidase über mehrere Verdünnungsstufen linear anstieg (Abb. 
4-3B). 
Bei den Komplementationsversuchen von jeweils 5µl Zellaufschluss der einzelnen Deletions-
mutanten war allerdings wiederum keine LQYLWUR-Komplementation von Da mit Dw bzw. Dm 
und von Dw mit Dm zu erkennen. Auch bei Veränderung der eingesetzten Proteinmenge in 
Versuchen  mit  jeweils  1µl  bzw.  10µl  Zellaufschluss  konnte  keine  Komplementation 
beobachtet werden. Auffällig war jedoch, dass die Deletionsmutante Da alleine bereits ein 
relativ  hohes  Signal  im  funktionalen  Aktivitätstest  zeigte,  während  sowohl  die 
Deletionsmutante  Dw  als  auch  die  Deletionsmutante  Dm  eine  sehr  niedrige  Hintergrund-
aktivität im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Dies ist möglicherweise dadurch zu erklären, 
dass die Deletionsmutante Da bedingt durch die Klonierung in den Vektor pFLAG N-terminal 
sowohl  8  Aminosäuren  des  FLAG-Epitops  als  auch  weitere  12  Aminosäuren  durch 
Translation der Multiple Cloning Site aufwies. Diese 20 Aminosäuren könnten somit einen 
Teil der deletierten a-Domäne ersetzt haben. Bei den Fusionsproteinen der Deletionsmutante 
Da ist dies nicht relevant, da die zusätzlichen Aminosäuren in diesen Konstrukten nicht direkt 
vor der b-Galactosidase, sondern vor Ras bzw. Activin-1B-R sitzen und daher keinen Einfluss 
auf die Deletionsmutante mehr besitzen.  
Um  auszuschließen,  dass  endogene  bakterielle  Proteine,  die  nach  dem  Zellaufschluss  im 
Lysat vorliegen, die LQYLWUR-Komplementation der Deletionsmutanten verhindern, wurde eine 
Periplasma-Präparation der Wildtyp b-Galactosidase und der Deletionsmutanten Da, Dw und 
Dm durchgeführt. Der pFLAG-Vektor besitzt neben der FLAG-kodierenden auch eine OmpA-
kodierende Sequenz, wodurch exprimierte Proteine über ihre OmpA-leader-Sequenz in den 
periplasmatischen  Raum  dirigiert  werden.  Beim  Eintritt  der  exprimierten  Proteine  in  den 
periplasmatischen  Raum  kommt  es  zur  Abspaltung  der  OmpA-leader-Sequenz.  Die 
Konzentration  endogener  E.  FROL-Proteine  ist  im  periplasmatischen  Raum  verhältnismäßig 
niedrig, so dass bei einer Periplasma-Präparation das exprimierte Protein im Vergleich zum 
Aufschluss der kompletten Zellen angereichert vorliegen sollte. Die Periplasma-Präparationen 
wurden mit Amicon Centriplus-100 (Wildtyp / Da / Dw) bzw. mit Amicon Centriplus-50-
Säulen (Dm) aufkonzentriert und im Aktivitätstest analysiert. Auch bei diesem Ansatz konnte 
keine LQYLWUR-Komplementation detektiert werden (Abb. 4-4).    4. Ergebnisse 








































































































Da  +  Dw
Da  +  Dm
Dw +  Dm
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$EE (Q]\PDNWLYLWlWVWHVW PLW :LOGW\S E*DODFWRVLGDVH E]Z 'HOHWLRQVPXWDQWHQ QDFK 3HULSODVPD
3UlSDUDWLRQE. FROLER2507Transformanden wurden einer Periplasma Präparation unterzogen und 
aufkonzentrierte  Periplasma-Extrakte  alleine  und  in  Kombination  mittels  eines  luminometrisch 
nachweisbaren Substrats auf b-Galactosidase-Aktivität untersucht. Wiederum war keine  LQ YLWUR-
Komplementation zu detektieren. 
 
Da  weiterhin  keine  LQ YLWUR-Komplementation  der  Deletionsmutanten  detektiert  werden 
konnte,  sollte  im  nächsten  Schritt  die  prinzipielle  Funktionalität  der  Deletionsmutanten 
überprüft werden. Dazu erfolgte eine Transformation aller pFLAG-Konstrukte in den Stamm 
E.  FROL  XL1-Blue,  der  normalerweise  für  Blau-Weiß-Selektion  verwendet  wird  und  eine 
endogene M15-b-Galactosidase-Mutante exprimiert, die der Da-Deletionsmutante entspricht. 
Der  Stamm  sollte  in  der  Lage  sein,  alle  Dw-Deletionsmutanten  zu  komplementieren.  Als 
Positivkontrolle wurde der Vektor pBlueskript verwendet, der durch Expression des a-Peptids 
ebenfalls  die  M15-b-Galactosidase-Mutante  aus  XL1-Blue  komplementieren  sollte.  Als 
Negativkontrolle wurden alle Konstrukte in den Stamm E. FROL ER2507 transformiert, in dem 
keine  der  Deletionsmutanten  und  Fusionsproteine  komplementiert  werden  sollte.  Die 
Transformationsansätze  wurden  zum  direkten  Nachweis  der  b-Galactosidase-Aktivität  auf 
LB-Amp-X-Gal-IPTG-Platten ausplattiert. Die Proteinexpression der Transformanden wurde 
dabei durch IPTG induziert. Nach erfolgreicher Komplementation innerhalb der Zellen konnte 
somit das chromogene Substrat X-Gal umgesetzt werden, so dass es zu einer blauen Färbung 
der Kolonien kommen konnte. 
Aus  Tabelle  4-1  geht  hervor,  dass  die  in  E.  FROL  XL1-Blue  endogen  exprimierte  M15-b-
Galactosidase-Mutante  wie  erwartet  in  der  Lage  war,  die  Dw-Deletionsmutante  und  Dw-
Fusionsproteine zu komplementieren. Auch die Positivkontrolle von pBlueskript in XL1-Blue 
wies die erwarteten blauen Klone auf. Dies zeigte, dass die Dw-Deletionsmutante und Dw-
Fusionsproteine  ordnungsgemäß  und  funktionell  exprimiert  wurden.  Die  Negativkontrolle 
(Transformation der Konstrukte in ER2507) wies wie erwartet nur beim Wildtyp blaue Klone 
auf.  Die  einzelnen  Deletionsmutanten  besaßen  ohne  Komplementationspartner  keine    4. Ergebnisse 
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b-Galactosidase-Aktivität. Bei der Transformation und Expression der Da-Deletionsmutante 
in  XL1-Blue  entstanden  wider  Erwarten  auch  hellblaue  Klone,  was  auf  die  bereits  oben 
beschriebene klonierungsbedingte Verlängerung  der Deletionsmutante zurückzuführen sein 
könnte.  Dieses  Phänomen  war  allerdings  nur  in  XL1-Blue  und  nicht  in  ER2507  zu 
beobachten.  
 
$QVDW] .RQVWUXNW ;/%OXH (5
 S)ODJZW blau  blau 
 S)ODJ'D hell-blau  weiß 
 S)ODJ'Z blau  weiß 
 S)ODJ'P blau  weiß 
 S)ODJ'D5DV weiß  weiß 
 S)ODJ'Z5DI blau  weiß 
 S)ODJ'D$FWLYLQ5 weiß  weiß 
 S)ODJ'Z).%3 blau  weiß 
 S%OXHVNULSW blau  weiß 
 
7DE ([SUHVVLRQ DOOHU S)/$*.RQVWUXNWHXQG8PVHW]XQJGHV 6XEVWUDWV ;*DOLQ ;/%OXH0
'RQRUE]Z(5
 
Nachdem  die  funktionale  Expression  der  Dw-Deletionsmutanten  gezeigt  werden  konnte, 
wurden nun Doppeltransformationen verschiedener Proteinpärchen in ER2507 vorgenommen, 
wobei  die  DNA  jeweils  im  Verhältnis  1:1  eingesetzt  wurde.  Die  Doppeltransformations-




 :LOGW\S blaue Klone 
 'D'Z einzelne blaue Klone 
 'D'P einzelne blaue Klone 
 'Z'P einzelne blaue Klone 
 'D5DV weiße Klone 
 'Z5DI weiße Klone 
 'D$FWLYLQ5 weiße Klone 
 'Z).%3 weiße Klone 
 'D5DV'Z5DI einzelne blaue Klone 
 'D$FWLYLQ5'Z).%3 blaue Klone 
 
7DE 'RSSHOWUDQVIRUPDWLRQ GXUFK ([SUHVVLRQ YHUVFKLHGHQHU 3URWHLQSDDUH LQ ( FROL (5 XQG
8PVHW]XQJGHV6XEVWUDWV;*DO
 
Aus Tabelle 4-2 geht hervor, dass die Doppeltransformationsansätze sich komplementierender 
Deletionsmutanten und Fusionsproteine nach einer Induktionszeit von 24h blaue Einzelklone 
aufwiesen. Dies zeigt, dass bei erfolgter Doppeltransformation und induzierter Expression 
beider  Mutanten  eine  LQ YLYR-Komplementation erfolgte.  Als  Negativkontrollen fungierten 
hierbei  die  Transformationsansätze  der  einzelnen  Fusionsproteine  (Da-Ras,  Dw-Raf,  Da-  4. Ergebnisse 
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Activin-R-1  und  Dw-FKBP12)  in  ER2507,  bei  denen  ausschließlich  weiße  Einzelklone 
auftraten. Zur Umsetzung des Substrates X-Gal war also die funktionelle Expression beider 
sich komplementierender Deletionsmutanten notwendig.  
Abbildung 4-5 zeigt eine Western Blot Analyse von induzierten Einzelklonen der Einzel- 
bzw. Doppeltransformationen von ER2507. In den Einzeltransformationsansätzen konnte das 
jeweilige Peptid in der erwarteten molekularen Größe detektiert werden. In den Doppeltrans-
formationsansätzen sind jeweils zwei Banden des Peptidpärchens zu erkennen.  
 
wt Da Dw Dm
Da
+                 
Dw
Da
+                 
Dm
Dw






ER2507 wt Da Dw Dm
Da
+                 
Dw
Da
+                 
Dm
Dw








$EE :HVWHUQ %ORW $QDO\VH YRQ ( FROL (5/\VDWHQ Dargestellt  sind  Lysate  von  Einzeltrans-
formationsansätzen mit Wildtyp b-Galactosidase und den Deletionsmutanten Da, Dm und Dw sowie 
Doppeltransformationsansätze der möglichen Deletionsmutanten-Kombinationen. Die letzte Bahn 
zeigt  als  Negativkontrolle  das  Lysat  des  untransformierten  Ausgangsstammes  ER2507.  Die 
Detektion  erfolgte  mittels  anti-b-Galactosidase-Antikörper  und  anschließendem  Nachweis 
gebundener Sekundärantikörper mittels Chemolumineszens. 
 
 
Etwa 10% aller erhaltenen Klone wiesen eine effiziente Doppeltransformation auf und färbten 
sich nach einer Induktionszeit von 48h dunkelblau. Weitere 20% der Transformanden zeigten 
eine  hellblaue  Farbe.  Dies  deutete  darauf  hin,  dass  auch  in  diesen  Klonen  eine 
Doppeltransformation  erfolgt  war,  wobei  vermutlich  eine  Mutante  schwächer  exprimiert 
wurde  als  die  andere.  Etwa  70%  der  Klone  blieben  weiß.  Diese  Klone  exprimierten 
wahrscheinlich nur eine Mutante. Dieser Versuch belegt die funktionelle Expression beider 
Konstrukte  bei  Doppeltransformation  und  eine  erfolgreiche  LQ YLYR-Komplementation  in 
intakten Zellen zu einem funktionellen b-Galactosidase-Komplex. Dieses Ergebnis ließ sich 
bestätigen,  indem  Flüssigkulturen  blauer  Einzelklone  angezogen,  16h  mit  IPTG  (final 
0,1mM)  induziert,  die  Zellen  mit  Spitzenultraschall  aufgeschlossen  und  die  Lysate  im 
funktionalen Enzymaktivitätstest vermessen wurden (Daten nicht gezeigt).  
Um nun zu überprüfen, ob es sich um eine spezifische Interaktion der Komplementations-
partner handelte, wurden Flüssigkulturen einiger hellblauer und dunkelblauer Einzelklone der 
Doppeltransformation  von  pFLAG-Da-Activin-1B-R  /  pFLAG-Dw-FKBP12  in  ER2507 
angezogen.  Nach  12h  Wachstum  wurden  die  Kulturen  geteilt,  mit  IPTG  (final  1mM) 
induziert, erneut  5h mit bzw. ohne  FK506  (final  10µM) inkubiert, auf die gleiche OD600 
eingestellt,  mit  Spitzenultraschall  aufgeschlossen  und  im  Enzymaktivitätstest  vermessen.   4. Ergebnisse 
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FK506  ist  ein  spezifischer  Inhibitor  der  Activin-1B-Rezeptor/FKBP12-Protein-Protein-
Interaktion. Um zu zeigen, dass FK506 keine negative Auswirkung auf Zellwachstum und 
Proteinexpression  hat,  wurden  zwei  Wildtyp  b-Galactosidase-exprimierende  Stämme  als 
Kontrolle analog behandelt. Abbildung 4-6 zeigt die prozentuale Inhibition der Activin-1B-
Rezeptor/FKBP12-Protein-Protein-Interaktion durch die Behandlung mit FK506. 
Die  Inhibition  der  Activin-1B-R/FKBP12-Interaktion  durch  FK506  war  in  allen 
Flüssigkulturen zu erkennen, wobei sie in hellblauen Klonen nahezu vollständig war. Dies lag 
möglicherweise daran, dass sich in diesen Klonen durch die im Vergleich zu dunkelblauen 
Klonen niedrigere Expressionsrate von zumindest einem Fusionsprotein keine vergleichbar 
stabilen  b-Galactosidase-Fusionsproteinkomplexe  bilden  konnten.  Dass  FK506  nicht 
unspezifisch Wachstum und Proteinexpression inhibierte, zeigten die Ergebnisse der beiden 
Kontrollkulturen mit Wildtyp b-Galactosidase-exprimierenden Klonen, bei denen nahezu kein 
Unterschied zwischen der FK506-behandelten und der nicht-behandelten Kultur zu erkennen 
war. Somit konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von Activin-1B-R/FKBP12  LQ YLYR 



















































































































































































































































































































$EE 3UR]HQWXDOH ,QKLELWLRQ GHU $FWLYLQ%5H]HSWRU).%33URWHLQ3URWHLQ,QWHUDNWLRQ GXUFK
GLH %HKDQGOXQJ PLW GHP VSH]LILVFKHQ ,QKLELWRU ). Zur  Überprüfung  der  Spezifität  der
Interaktion  der  Komplementationspartner  wurden  Flüssigkulturen  einiger  hellblauer  und  dunkel-
blauer Einzelklone der Doppeltransformation von pFLAG-Da-Activin-1B-R / pFLAG-Dw-FKBP12 
in  ER2507  angezogen.  Nach  12h  Wachstum  wurden  die  Kulturen  geteilt,  die  Expression  der 
Proteine mit 1mM IPTG induziert, erneut 5h mit bzw. ohne FK506 (final 10µM) inkubiert, auf die 




Die Inhibition der Interaktion von Activin-1B-R/FKBP12durch FK506 ließ sich allerdings 
ausschließlich beobachten, wenn FK506 bereits zu Beginn der Induktion der Flüssigkulturen 
zugegeben wurde. Wenn zunächst die Proteinexpression für 2h-4h induziert und FK506 erst 
nach  dem  Zellaufschluss  für  1h-8h  zugegeben  wurde,  hatten  sich  während  der 
Induktionsphase in  der Zelle sehr  wahrscheinlich  bereits stabile  Fusionsprotein-Oligomere   4. Ergebnisse 
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gebildet,  deren  Interaktion  durch  die  nachträgliche  Zugabe  des  Inhibitors  nicht  mehr  zu 
verhindern war. Daher sollten die Fusionsproteine im weiteren Vorgehen aufgereinigt werden. 
Dazu  wurden  alle  Fusionsprotein-Konstrukte  wie  in  Abschnitt  3.1.10.  beschrieben  mittels 
PCR mit einem Histidin(6x)-Schwanz versehen und Zelllysate aus Flüssigkulturen selektierter 
Einzelklone, die Wildtyp b-Galactosidase, Da-Activin-1B-R bzw. Dw-FKBP12 exprimierten, 
unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt und renaturiert (siehe Abschnitt 3.4.2. und 
3.4.3.). Da sich nach der Renaturierung beim Kontrollansatz mit Wildtyp b-Galactosidase nur 
eine  geringe  Enzymaktivität  beobachten  ließ,  wurde  eine  weitere  Aufreinigung  der  drei 
selektierten Einzelklone unter nativen Bedingungen durchgeführt (siehe Abschnitt 3.4.4.).  
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$EE &RRPDVVLHJHIlUEWH 6'63RO\DFU\ODPLG *HOH XQG :HVWHUQ %ORW $QDO\VH GHU XQWHU QDWLYHQ
%HGLQJXQJHQ DXIJHUHLQLJWHQ 3URWHLQH :LOGW\S E*DODFWRVLGDVH+,6 'D$FWLYLQ%5+,6
E]Z 'Z).%3+,6Die Detektion in der Western Blot Analyse erfolgte mittels anti-Penta-
Histidin-Antikörper und anschließendem Nachweis gebundener Sekundärantikörper mittels Chemo-
lumineszens. 
 
Abbildung  4-7  zeigt  Coomassie-gefärbte  SDS-Polyacrylamidgele  der  drei  unter  nativen 
Bedingungen  aufgereinigten  Proteine  sowie  die  Western  Blot  Analysen  der  beiden 
Fusionsproteine. Auf den Coomassie gefärbten Gelen ließ sich eine deutliche Aufreinigung 
der drei Proteine erkennen. Der Ansatz mit Wildtyp b-Galactosidase wies dabei fast keinerlei 
sichtbare  Verunreinigungen  innerhalb  der  Detektionsgrenze  von  100ng/Bande  auf.  Die 
Ansätze  der  beiden  aufgereinigten  Fusionsproteine  zeigten  hingegen  noch  einige 
Verunreinigungen  durch  Fremdproteine.  Dennoch  waren  beide  Fusionsproteine  in  den 
Eluaten sehr stark angereichert, so dass die Effizienz der Aufreinigung zufriedenstellend war. 
In der Western Blot Analyse konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass es sich bei den   4. Ergebnisse 
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aufgereinigten Proteinen um die Histidin-markierten Fusionsproteine mit der zu erwartenden 
molekularen Größe handelte. 
Die  Aktivität  der  aufgereinigten  Wildtyp  b-Galactosidase  konnte  im  Enzymaktivitätstest 
gezeigt werden (Abb. 4-8A). Die einzelnen aufgereinigten Fraktionen wiesen dabei eine etwas 
niedrigere b-Galactosidase-Aktivität auf als das induzierte Zelllysat vor der Aufreinigung, da 
die  Proteinkonzentration  der  Fraktionen  nach  der  Aufreinigung  im  Vergleich  zum  sehr 
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Abbildung 4-8B zeigt exemplarisch einen Komplementationsversuch mit den aufgereinigten 
Fusionsproteinen Da-Activin-1B-R und Dw-FKBP12, wobei die Proteine hierbei in gleicher 
Menge  (jeweils  3µg  Gesamtprotein)  eingesetzt  wurden.  Eine  Komplementation  des 
Proteinpärchens  ließ  sich  jedoch  nicht  detektieren.  Weder  Versuche  mit  Variation  der 
Proteinmenge (1µg, 5µg bzw. 10µg Gesamtprotein) und der Stöchiometrie (Verhältnis 1:10 
bzw.  10:1)  noch  Versuche  mit  Vorinkubationszeit,  innerhalb  der  sich  die  beiden 
Interaktionspartner  zum  aktiven  Enzym  komplementieren  sollten,  zeigten  die  erwartete 
Komplementation. Dies kann zum einen daran liegen, dass die Proteine unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen nicht oder nur sehr schwach miteinander interagieren und sich daher 
kein  aktiver  Enzymkomplex  aus  beiden  Fusionsproteinen  bildet.  Zum  anderen  wäre  es 
denkbar,  dass  zwar  die  beiden  Interaktionspartner  der  Fusionsproteine  miteinander 
wechselwirken,  sich  aber  die  Deletionsmutanten  trotz  stattfindender  Interaktion  nicht  zu 
einem aktiven Enzymkomplex komplementieren können.  
Zum  Nachweis  der  Interaktion  der  beiden  Fusionsproteine  Da-Activin-1B-R  und  Dw-
FKBP12, wurde mit den aufgereinigten Fusionsproteinen und einem a-FKBP12-Antikörper 
eine Co-Immunpräzipitation durchgeführt (siehe Abschnitt 3.4.11). Abbildung 4-9 zeigt die 
Western Blot Analyse dieser Co-Immunpräzipitation.    4. Ergebnisse 
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1  IP von Dw-FKBP12
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$EE :HVWHUQ %ORW $QDO\VH HLQHU &R,PPXQSUl]LSLWDWLRQ YHUVFKLHGHQHU $QVlW]H PLW D).%3
$QWLN|USHUAufgereinigte Fusionsproteine Da-Activin-1B-R und Dw-FKBP12 wurden alleine und 
in  unterschiedlichen  stöchiometrischen  Verhältnissen  in  einem  physiologischen  Puffer  1h 
vorinkubiert.  Die  Ansätze  wurden  mit  2µg  a-FKBP12-Antikörper  versetzt  und  45min  auf  Eis 
inkubiert, die Co-Immunpräzipitation wurde mit Protein A/G-Sepharose durchgeführt. Die Western 
Blot Analyse erfolgte mit anti-Penta-Histidin-Antikörper und anschließendem Nachweis gebundener 
Sekundärantikörper mittels Chemolumineszens. Der rote Pfeil indiziert die Bande für Da-Activin-1B-
R, der blaue Pfeil die Bande für Dw-FKBP12. 
 
In  den  Ansätzen  1  und  2  wurde  sowohl  Dw-FKBP12  als  auch  Da-Activin-1B-R  ohne 
Interaktionspartner  immunopräzipitiert,  um  die  Reaktivität  des  a-FKBP12-Antikörpers  zu 
testen.  Die  Western  Blot  Analyse  mit  a-His-Antikörper  zeigt  lediglich  in  Ansatz  1  eine 
spezifische Bande, aber keinerlei Bande in Ansatz 2. Ebenso wurde in Ansatz 6 aufgereinigte 
Wildtyp b-Galactosidase-HIS immunopräzipitiert, wobei auch hier keine Bande zu erkennen 
ist.  Der  FKBP12-Antikörper  zeigte  also  die  gewünschte  Spezifität.  In  den  Ansätzen  3-5 
wurden Co-Immunpräzipitationen der beiden aufgereinigten Fusionsproteine in verschiedenen 
stöchiometrischen Verhältnissen durchgeführt. Während in allen drei Ansätzen Dw-FKBP12 
präzipitiert  werden  konnte,  ist  lediglich  in  Ansatz  3  eine  marginale  Bande  der  richtigen 
molekularen Größe von Dw-FKBP12 zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion 
der  beiden  Fusionsproteine  unter  den  gegebenen  Bedingungen  zu  schwach  ist,  um  eine 
erfolgreiche  LQ YLWUR-Komplementation  und  damit  Enzymaktivität  beobachten  zu  können. 
Insgesamt konnte eine erfolgreiche Komplementation von Deletionsmutanten und Fusions-
proteinen also nur in intakten E. FROL Zellen, nicht aber LQYLWUR gezeigt werden.  
Die  Weiterentwicklung  des  Testsystems  wurde  daraufhin  nicht  fortgeführt.  Bei  dem  hier 
entwickelten  Testsystem  muss  ein  potentieller  Inhibitor  der  zu  untersuchenden  Protein-
Protein-Interaktion vor der Induktion der Proteinexpression mit IPTG zugegeben werden, da 
sich ansonsten in E.  FROL Proteinkomplexe ausbilden, die durch nachträgliche Zugabe eines 
potentiellen Inhibitors nicht mehr gelöst werden können. Dies stellt ein generelles Problem 
bei  der  Expression  von  Proteinen  in  E.  FROL  dar.  Die  Etablierung  eines  reinen  LQ YLWUR   4. Ergebnisse 
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Testsystems  mit  rekombinanten  Proteinen  schlug  aufgrund  der  unter  den  getesteten 




Der zweite Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Validierung der Kinase PKB/Akt im 
Hinblick  auf  die  Entwicklung  neuartiger  anti-tumoraler  Strategien.  In  der  Literatur  wird 
PKB/Akt  als  zentraler  Mediator  von  zellulären  Überlebenssignalen  beschrieben,  der  in 
verschiedenen Tumoren konstitutiv aktiviert oder überexprimiert vorliegt [19, 110-112, 115]. 
Neben der Vermittlung anti-apoptotischer Signale scheint PKB/Akt auch beim Auftreten von 
Chemoresistenz  beteiligt  zu  sein  [18,  114].  Durch  die  Entwicklung  geeigneter  zellulärer 
Modelle  sollte  die  Bedeutung  von  PKB/Akt  insbesondere  für  das  Auftreten  von 
Chemoresistenz  genauer  beleuchtet  sowie  molekulare  Mechanismen  der  Vermittlung  von 
Chemoresistenz durch PKB/Akt aufgeklärt werden. 

4.2.1. Etablierung  genetisch  veränderter  Zelllinien,  die  konstitutiv  aktives 
PKB/Akt exprimieren 
Zelluläres PKB/Akt wird nach Bindung von Wachstumsfaktoren an ihren Rezeptor mittels 
Membranassoziation über seine PH-Domäne und Phosphorylierung an Thr
308 und Ser
473 durch 
PDK1 bzw. postulierte PDK2 aktiviert [115]. Zur Untersuchung der Rolle von PKB/Akt bei 
der  Modulation  des  Eintretens  von  Anoikis  und  der  Chemosensitivität  von  Tumorzellen 
gegenüber Standard-Chemotherapeutika sollte ein Derivat von PKB/Akt1 generiert werden, 
das  unabhängig  von  der  Stimulation  durch  Wachstumsfaktoren  eine  konstitutiv  aktive 
Kinaseaktivität aufweist. Bisherige in der Literatur beschriebene Konstrukte mit konstitutiv 
aktivem PKB/Akt besitzen eine N-terminale Myrestylierungssequenz, die für die Membran-
insertion und nachfolgende Aktivierung sorgt [162]. Da es sich bei Myrestylierung jedoch um 
einen irreversiblen, kovalenten Prozess handelt, ist nicht sichergestellt, dass solche Proteine 
auch  von  der  Membran  dislozieren  und  somit  zu  ihren  zellulären  Zielproteinen  gelangen 
können. Um diese Limitation zu umgehen, wurde ein Derivat von PKB/Akt mit deletierter 
PH-Domäne  (Aminosäuren  1-106)  entwickelt,  das  neben  einer  N-terminalen  FLAG-
Markierung auch eine C-terminale Farnesylierungssequenz gefolgt von einem polybasischen 
Schwanz enthält (Abb. 4-10) [163]. Die Farnesylierung ist eine reversible Modifikation, da 
sie durch Farnesylesterasen gespalten werden kann. Der polybasische Schwanz wechselwirkt 
durch  seine  positive  Ladung  mit  der  negativ  geladenen  Kopfgruppe  von  membranären   4. Ergebnisse 
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Phospholipiden und sorgt so für die energetischen Bedingungen, damit es zum Einschub des 





























































































































































































































































$EE $   6FKHPDWLVFKH 'DUVWHOOXQJ YRQ PHPEUDQDVVR]LLHUWHP :LOGW\S 3.%$NW E]Z PHPEUDQ
DVVR]LLHUWHP NRQVWLWXWLY DNWLYHP 3.%$NW'HULYDW. Wildtyp PKB/Akt bindet über seine PH-
Domäne  an  einen  PIP3  Anker,  durchläuft  eine  Konformationsänderung  und  wird  durch 
Phosphorylierung an Thr
308 und Ser
473 aktiviert [115]. Das konstitutiv aktive Konstrukt besitzt 
keine PH-Domäne und inseriert über seinen Farnesylrest in die Membran. Es kann nun ebenfalls 
an  Thr
308  und  Ser
473  phosphoryliert  und  somit  aktiviert  werden.  Der  Farnesylrest  kann  durch 
zelluläre  Farnesyl-Esterasen  gespalten  werden,  das  aktivierte  Konstrukt  von  der  Membran 
dislozieren und so zu seinen zellulären Zielproteinen gelangen.  
 




Die  Vektoren  zur  Expression  von  konstitutiv  aktiver  PKB/Akt-Kinase  wurden  wie  in 
Abschnitt 3.1.11. beschrieben kloniert, anschließend stabil in die immortalisierte Brustdrüsen-
Epithelzelllinie  MCF10A,  die  Ovaradenokarzinom-Zelllinie  SK-OV-3  sowie  die  beiden 
Lungenkarzinom-Zelllinien  A-549  und  NCI  H460  transfiziert  und  Einzelzellklone  durch 
mehrwöchige  Inkubation  mit  Antibiotika  selektiert.  Diese  Einzelzellklone  wurden  auf 
Expression und Aktivierung von CA-Akt untersucht. Die Expression von endogener sowie 
ektopischer PKB/Akt-Kinase wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers als Bande bei 
etwa 60kDa bzw. 48kDa in der Western Blot Analyse detektiert (Abb. 4-11). Ektopisches 
CA-PKB/Akt ließ sich darüber hinaus mit Hilfe des anti-FLAG-Antikörpers nachweisen. 
PKB/Akt  wird  durch  Phosphorylierung  an  den  Resten  Thr
308  und  Ser
473  aktiviert.  Diese 
Aktivierung lässt sich mit phospho-spezifischen Antikörpern nachweisen. Zur Analyse des 
Aktivierungsstatus von  endogener und ektopischer  PKB/Akt-Kinase wurden daher jeweils 
kontroll-transfizierte  bzw.  CA-PKB/Akt-exprimierende  Einzelzellklone  wie  in  Abschnitt 
3.3.9. beschrieben 16h in Hungermedium inkubiert und anschließend mit Serum bzw. Serum 
und einem Wachstumsfaktorcocktail bestehend aus EGF, PDGF und Insulin(WF) stimuliert.   4. Ergebnisse 
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In allen kontroll-transfizierten Zelllinien ist unter Hungerbedingungen nur eine sehr geringe 
Phosphorylierung von PKB/Akt (60kDa) an den Resten Thr
308 und Ser
473 zu erkennen, die 
jedoch  durch  Stimulation  mit  Serum  und  noch  stärker  durch  Zugabe  von  Serum  und 
Wachstumsfaktoren  induzierbar  ist.  Die  Aktivierung  von  endogenem  PKB/Akt  ist  also 
abhängig  von  den  Serumbedingungen,  wobei  nur  unter  Vollstimulation  mit  Serum  und 
Wachstumsfaktoren eine vollständige Aktivierung erreicht wird. Ektopische PKB/Akt-Kinase 
weist in den CA-PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen aller vier Zelllinien unabhängig 
von den Serumbedingungen eine gleichmäßige Phosphorylierung an den Resten Thr
308 und 
Ser
























































































































































































$EE:HVWHUQ %ORW $QDO\VH YRQ (LQ]HO]HOONORQHQ DXI ([SUHVVLRQ XQG $NWLYLHUXQJ YRQ HQGRJHQHP
XQG HNWRSLVFKHP 3.%$NWEinzelzellklone wurden jeweils 16h in Hungermedium (0,5% Serum) 
inkubiert  (unb.)  und  anschließend  für  10min  mit  10%  Serum  (S)  bzw.  10%  Serum  und  einem 
Wachstumsfaktorcocktail bestehend aus EGF, PDGF und Insulin (WF) stimuliert. Die Western Blot 
Analyse erfolgte mit spezifischen Antikörpern und anschließendem Nachweis gebundener Sekun-
därantikörper mittels Chemolumineszens. Während bei endogener PKB/Akt-Kinase (60kDa) in allen 
Zelllinien eine Stimulierung erkennbar ist, ist die ektopische PKB/Akt-Kinase (48kDa) unter allen 
Serum-Bedingungen ähnlich stark phosphoryliert, was auf konstitutive Aktivierung schließen lässt. 
 
 
Um nachzuweisen, dass die Phosphorylierung von PKB/Akt an den Resten Thr
308 und Ser
473 
mit Kinaseaktivität korreliert, wurden kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende 
Einzelzellklone zunächst im Serum-gehungerten und stimulierten Zustand mit anti-PKB/Akt-
Agarose  bzw.  anti-FLAG-M2-Affinity-Gel  immunopräzipitiert  und  anschließend  auf 
Kinaseaktivität untersucht (siehe Abschnitt 3.4.12.). Abbildung 4-12 zeigt die Western Blot 
Analyse der Kinaseaktivität in SK-OV-3 (A), A-549 (B) sowie NCI H460 (C) Zelllinien. Aus 
kontroll-transfizierten SK-OV-3, A-549 und NCI H460 Zelllinien wurden im unstimulierten 
sowie  stimulierten  Zustand  mit  anti-PKB/Akt-Agarose  vergleichbare  Mengen  endogener 
PKB/Akt-Kinase immunopräzipitiert. Das spezifische PKB/Akt-Substrat GSK-3 ist aber im   4. Ergebnisse 
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stimulierten  Zustand  deutlich  stärker  phosphoryliert  als  im  unstimulierten  Zustand.  Die 
endogene Kinaseaktivität lässt sich also durch Induktion der Phosphorylierung von PKB/Akt 
an den Resten Thr
308 und Ser
473 deutlich steigern. Während A-549 und NCI H460 Zelllinien 
nur  eine  sehr  geringe  basale  PKB/Akt-Kinaseaktivität  aufweisen,  zeigen  SK-OV-3  Zellen 
bereits im unstimulierten Zustand eine sehr starke Kinaseaktivität, die sich durch Stimulation 
mit Serum und Wachstumsfaktoren noch weiter erhöhen lässt.  
Bei der Immunpräzipitation von ektopischem CA-PKB/Akt aus SK-OV-3 Einzelzellklonen 
mit  anti-FLAG-M2-Affinity-Gel  wurden  im  unstimulierten  sowie  stimulierten  Zustand 
ebenfalls jeweils vergleichbare Mengen präzipitiert, wobei die Proteinmenge bei Klon #18 
insgesamt  nur  sehr  gering  war.  In  beiden  Klonen  konnte  jedoch  Kinaseaktivität  der 
ektopischen  CA-PKB/Akt-Kinase  nachgewiesen  werden,  die  allerdings  im  stimulierten 
Ansatz ebenfalls höher war als im unstimulierten Ansatz. Bereits in Abbildung 4-11 konnte 
für ektopische PKB/Akt-Kinase eine etwas stärkere Phosphorylierung an Rest Thr
308 nach 
Stimulation im Vergleich zum gehungerten Zustand beobachtet werden, was wiederum die 
Korrelation zwischen Phosphorylierungsstatus und Kinaseaktivität zeigt. 
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$EE1DFKZHLV GHU 3.%$NW.LQDVHDNWLYLWlW LQ NRQWUROOWUDQVIL]LHUWHQ XQG &$3.%$NW
H[SULPLHUHQGHQ =HOOOLQLHQ Die  Einzelzellklone  wurden  16h  in  Hungermedium  kultiviert  und 
anschließend  mit  10%  Serum  und  einem  Wachstumscocktail  aus  EGF,  PDGF  und  Insulin  (WF) 
stimuliert. Nach der Immunpräzipitation mit anti-Akt-Agarose (blau) bzw. anti-FLAG-M2-Affinity 
Gel (grün) wurde ein Kinaseaktivitätstest mit dem Akt-Substrat GSK3 durchgeführt. Die Western 
Blot Analyse erfolgte mit anti-PKB/Akt- bzw. anti-Phospho-GSK3-Antikörper und anschließendem 
Nachweis  gebundener  Sekundärantikörper  mittels  Chemolumineszens  und  zeigt  die  immuno-
präzipitierte PKB/Akt-Kinase sowie das durch aktive PKB/Akt-Kinase phosphorylierte Substrat.
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Bei der Immunpräzipitation von ektopischem CA-PKB/Akt aus A-549 Einzelzellklonen mit 
anti-FLAG-M2-Affinity-Gel wurden wiederum vergleichbare Mengen präzipitiert, wobei die 
Kinaseaktivität im stimulierten und unstimulierten Zustand vergleichbar war.  
Aus einem CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Einzelzellklon wurde unter Verwendung 
von  anti-PKB/Akt-Agarose  sowohl  endogene  als  auch  ektopische  PKB/Akt-Kinase 
immunopräzipitiert.  Endogene  PKB/Akt-Kinase  zeigt  unter  Hungerbedingungen  keinerlei 
Phosphorylierung von GSK-3 (Abb. 4-12 C – Spur 1). Im Einzelzellklon #12 lässt sich unter 
Hungerbedingungen Kinaseaktivität beobachten, die durch ebenfalls präzipitierte ektopische 
PKB/Akt  hervorgerufen  wird.  Die  Zunahme  der  Kinaseaktivität  in  Spur  4  ist  auf  die 
Aktivierung der endogenen PKB/Akt-Kinase nach Stimulation zurückzuführen. 
Es  konnte  also  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Einzelzellklonen  aller  Zelllinien 
Kinaseaktivität der ektopischen PKB/Akt-Kinase nachgewiesen werden. Die Zelllinien A-549 
und  NCI  H460  wiesen  eine  relativ  geringe,  durch  Wachstumsfaktoren  gut  stimulierbare 
endogene PKB/Akt-Kinaseaktivität auf, während in SK-OV-3 Zellen bereits eine sehr hohe 
endogene PKB/Akt-Kinaseaktivität detektiert werden konnte, die sich durch Stimulation mit 
Wachstumsfaktoren weiter steigern ließ.  
Bei der Bestimmung der Proliferationsrate (siehe Abschnitt 3.3.7.) von Einzelzellklonen fiel 
auf, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen deutlich langsamer wuchsen als die Kontroll-
zelllinie (Abb. 4-13A). Daher wurde eine Western Blot Analyse der Zellzyklus-Inhibitoren 
p21  und  p27  vorgenommen  (Abb.  4-13B).  CA-PKB/Akt-exprimierende  MCF10A  Zellen 
exprimierten  deutlich  größere  Mengen  p27  als  kontroll-transfizierte  MCF10A  Zellen, 
während die Expression von p21 in beiden Zelllinien unterhalb der Detektionsgrenze lag. In 
den SK-OV-3 Zelllinien konnte weder p21 noch p27 detektiert werden, während sich in den 
A-549  Zelllinien  für  beide  Zellzyklus-Inhibitoren  eine  leicht  erhöhte  Expression  in  CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen zeigte. Der deutlichste Unterschied war jedoch in der p21 
Expression  von  CA-PKB/Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zellen  zu  beobachten.  Das 
Auftreten  einer  Doppelbande  lässt  auf  eine  Phosphorylierung  von  p21  in  CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen schließen.  
Die Phosphorylierung von p21
waf1 an Thr
145 durch PKB/Akt in HER2-überexprimierenden 
Zellen wurde kürzlich von Zhou et al. gezeigt [109, 179]. Nach seiner Phosphorylierung ist 
p21
waf1 nicht mehr in der Lage, in den Zellkern zu translozieren. Phosphoryliertes p21
waf1 
bindet  an  ASK1  und  verhindert  so  das  Auftreten  von  ASK1-abhängiger  Apoptose.  Als 
Zellzyklusinhibitor verliert Phospho-p21
waf1 allerdings seine Funktion [179]. Darüber hinaus 
scheint  p27
kip1  ebenso  durch  PKB/Akt  phosphoryliert  und  somit  zytosolisch  reteniert  zu   4. Ergebnisse 
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werden, wodurch Phospho-p27
kip1 auch keinen Zellzyklusarrest mehr vermitteln kann [109]. 
Daher  scheint  es  möglich,  dass  neben  p21
waf  und  p27
kip1  weitere  Faktoren  für  ein 
verlangsamtes Wachstum der CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontroll-






























































$EE :DFKVWXPVNXUYHQ $ XQG :HVWHUQ %ORW $QDO\VH YRQ =HOO]\NOXV,QKLELWRUHQ %Alle CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Einzelzellklone  wuchsen  deutlich  langsamer  als  Kontrollzellen.  Die 
Western  Blot  Analyse  erfolgte  mit  spezifischen  Antikörpern  und  anschließendem  Nachweis 
gebundener Sekundärantikörper mittels Chemolumineszens. Unterschiede bei der Expression des 
Zellzyklus-Inhibitors  p21  zeigten  sich  insbesondere  bei  NCI  H460  Zellen,  denn  CA-PKB/Akt-
exprimierende  Zellen  wiesen  eine  deutliche  Doppelbande  auf  Höhe  von  p21
waf  auf,  was  auf 
Phosphorylierung schließen lässt. 
 
 
4.2.2. Expression  von  konstitutiv  aktivem  PKB/Akt  verhindert  Anoikis  in 
MCF10A Zellen 
Nach der erfolgreichen Etablierung und Charakterisierung von CA-PKB/Akt-exprimierenden 
Zelllinien, sollten nun zelluläre Effekte untersucht werden, die durch konstitutive Aktivierung 
von  PKB/Akt hervorgerufen  werden.  Nicht-transformierte  Zellen  unterlaufen  in Zellkultur   4. Ergebnisse 
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normalerweise Apoptose, wenn sie die Anhaftung an extrazelluläre Matrix verlieren. Dieser 
Vorgang wird als Anoikis bezeichnet [167]. Tumorzellen müssen Mechanismen entwickelt 
haben, um sich aus ihrer normalen Umgebung zu lösen und in andere Gewebe einzuwandern 
ohne  Anoikis  zu  unterlaufen.  Da  die  Anhaftung  von  membranständigen  Integrinen  an 
extrazelluläre Matrix ein Überlebenssignal durch die Aktivierung der PI3-Kinase vermittelt 
[168],  wurden  kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  Einzelzellklone  der 
immortalisierten  aber  nicht  transformierten  Brustephithel-Zelllinie  MCF10A  auf  die 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































$EE&$3.%$NWYHUKLQGHUW $QRLNLV LQ 0&)$ =HOOHQ $Mikroskopische Analyse von kontroll-
transfizierten  bzw.  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Einzelzellklonen  nach  24h  Inkubation  in 
HungermediumHungermedium & Wachstumsfaktoren sowie Kulturmedium. Kontrollzellen weisen 
unter Niedrig-Serum-Bedingungen deutliche  Anzeichen von Anoikis auf.  % Die Ergebnisse  des 
Apoptose ELISA, der zytoplasmatische Histon-assoziierte DNA-Fragmente als Marker von Apoptose 
detektiert,  verdeutlichen  die  mikroskopische  Analyse.  Das  Anhaften  der  Zellen  wurde  bei  der 
Durchführung  des  Apoptose  ELISA  durch  Beschichtung  der  Zellkulturschale  mit  Poly-HEMA 
verhindert. WF - Wachstumsfaktorcocktail aus EGF, PDGF und Insulin 
 
 
Dazu  wurden  jeweils  drei  Ansätze  von  kontroll-transfizierten  bzw.  CA-PKB/Akt-
exprimierenden Einzelzellklonen in großem Volumen (3ml) Hungermedium, Hungermedium 
& Wachstumsfaktoren sowie Kulturmedium in 6-Loch-Platten ausgesät und für 24h inkubiert. 
Die  mikroskopische  Analyse  in  Abbildung  4-14A  offenbart,  dass  Kontrollzellen  unter   4. Ergebnisse 
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Hungerbedingungen  deutliche  Anzeichen für  das  Auftreten  von  Anoikis  zeigten,  während 
CA-PKB/Akt-exprimierende  Zellen  auch  unter  diesen  Bedingungen  unbeeinflusst  blieben. 
Zugabe  von  Wachstumsfaktoren  (mittlere  Bilder)  bzw.  Komplettmedium  (rechte  Bilder) 
unterdrückten das Erscheinen von Anoikis sowohl in Kontrollzellen als auch CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen. Ein vergleichbares Ergebnis ergab sich bei der Durchführung eines 
Apoptose ELISA, der zytoplasmatische Histon-assoziierte DNA-Fragmente erkennt, die als 
phänotypische Marker von Apoptose gelten (Abb. 4-14B). Kontrollzellen unterliefen unter 
Hungerbedingungen  Anoikis,  was  sich  durch  das  Auftreten  dieses  Apoptose-Markers 
beobachten  ließ.  Durch  die  Zugabe  von  Wachstumsfaktoren  ließ  sich  auch  in  diesem 
Experiment das Auftreten von Anoikis und somit auch von DNA-Fragmentierung in Kontroll-
zellen  verhindern.  CA-PKB/Akt-exprimierende  Zellen  wiesen  hingegen  unter  sämtlichen 
Kulturbedingungen keine phänotypischen Marker von Anoikis oder Apoptose auf.  
Diese  Experimente  zeigen,  dass  immortalisierte  MCF10A  Zellen  unter  bestimmten 
Kulturbedingungen  Anoikis  unterlaufen  können,  wenn  die  Matrix-Anhaftung  der  Zellen 
verloren geht. Die Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase ist ausreichend, um 
das Auftreten von Anoikis in MCF10A Zellen zu unterdrücken. 
Zur Klärung, ob eine Aktivierung der Focal Adhesion Kinase (FAK), einer Tyrosinkinase, die 
in den Fokalkontakten an der Weiterleitung von Signalen der Integrine beteiligt ist [180], mit 
der  PKB/Akt-vermittelten  Unterdrückung  von  Anoikis  einhergeht,  wurden  kontroll-
transfizierte bzw. CA-PKB/Akt-exprimierende Einzelzellklone unter verschiedenen Kultur-
bedingungen inkubiert, FAK immunopräzipitiert und Kinaseaktivitätstests mit Poly-Glu-Tyr 
als artifiziellem Substrat durchgeführt (siehe Abschnitt 3.4.13.). Abbildung 4-15A zeigt den 
Tyrosin-Phosphorylierungsstatus  von  immunopräzipitierter  FAK  unter  verschiedenen 
Kulturbedingungen,  während  in  Abbildung  4-15B  die  jeweilige  Kinaseaktivität  von  FAK 
dargestellt ist.  
Nach Kultivierung der Kontrollzelllinie in Hungermedium war FAK sowohl ohne als auch 
mit Matrix-Anhaftung in gleichem Maße phosphoryliert, zeigte aber im Aktivitätstest nur eine 
relativ  geringe  Kinaseaktivität.  In  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  war  in  Bakterien-
schalen (keine Matrix-Anhaftung der Zellen) sowohl ein höherer Phosphorylierungsgrad als 
auch eine höhere Kinaseaktivität im Vergleich zur Kultivierung in Kulturschalen (Matrix-
Anhaftung  der  Zellen)  zu  beobachten.  Die  FAK-Kinaseaktivität  in  den  CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zelllinien war insgesamt deutlich höher als in den Kontrollzellen. Generell 
war  jedoch  in  allen  Ansätzen  zu  erkennen,  dass  FAK  in  Zellen  ohne  Matrix-Anhaftung 
stärkere Kinaseaktivität aufwies als in Zellen mit Matrix-Anhaftung.    4. Ergebnisse 
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Unter Kulturmedium-Bedingungen zeigten sich keine Unterschiede zwischen Kontrollzellen 
und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien. Sowohl der Phosphorylierungsgrad als auch die 
Kinaseaktivität von FAK war jeweils vergleichsweise höher, wenn die Zellen an der Matrix 
anhafteten  als  wenn  sie  nicht  anhaften  konnten.  Ebenso  war  die  FAK-Kinaseaktivität  in 
Kulturmedium  deutlich  höher  als  in  Hungermedium.  Unter  Kulturbedingungen  scheinen 
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$EE%HWHLOLJXQJ YRQ )RFDO $GKHVLRQ .LQDVH DQ GHU 3.%$NWYHUPLWWHOWHQ 8QWHUGUFNXQJ YRQ
$QRLNLV $Western Blot Analyse des Tyrosin-Phosphorylierungsstatus von immunopräzipitierter 
FAK aus Kontrollzellen bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen nach 16h Inkubation in 
Bakterien-  (B)  bzw.  Kulturschalen  (K)  in  Hunger-  respektive  Kulturmedium.  Die  Western  Blot 
Analyse erfolgte mit anti-Phospho-Tyr- bzw. anti-FAK-Antikörper und anschließendem Nachweis 
gebundener  Sekundärantikörper  mittels  Chemolumineszens.  Das  Auftreten  von  Anoikis  wurde 
mikroskopisch-phänotypisch bestimmt. % Kinaseaktivitätstest mit immunopräzipitierter FAK.  
 
 
Die  Ergebnisse  zeigen,  dass  in  Kontrollzellen,  die  unter  Hungerbedingungen  Anoikis 
unterlaufen, FAK auch bei Matrix-Anhaftung stark phosphoryliert ist. Die Kinaseaktivität ist 
allerdings niedriger als in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen. Insgesamt scheint FAK nur 
eine untergeordnete Rolle in der Unterdrückung von Anoikis durch PKB/Akt zu spielen. 
   4. Ergebnisse 
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4.2.3. Vermittlung  von  Chemoresistenz  durch  Expression  von  konstitutiv 
aktivem PKB/Akt  
Neben der Verhinderung von Anoikis und der Vermittlung anti-apoptotischer Signale scheint 
die Kinase PKB/Akt auch beim Auftreten von Chemoresistenz beteiligt zu sein. So zeigten 
sich  ovariale  Tumorzellen,  die  konstitutiv  aktives  PKB/Akt  exprimierten  oder  eine 
Amplifikation des Akt2-Gens aufwiesen, gegenüber der Behandlung mit Paclitaxel deutlich 
weniger sensitiv als Tumorzellen, die eine niedrige PKB/Akt Expression besaßen [114]. Die 
molekularen  Zusammenhänge  der  anti-apoptotischen  Wirkung  von  PKB/Akt  sind  in  der 
Literatur  sehr  ausführlich  beschrieben, es  gibt  jedoch  nur  wenige  Daten,  die  eine  direkte 
Beteiligung  von  PKB/Akt  bei  der  Vermittlung  von  Chemoresistenz  belegen.  Daher  sollte 
überprüft werden, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen der konstitutiven Aktivierung 
von PKB/Akt und der Desensitivierung gegenüber Chemotherapeutika besteht.  
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Kontroll-transfizierte und PKB/Akt-exprimierende Zellen wurden unter Hungerbedingungen für 72h 
mit  Zytostatika  behandelt  und  anschließend  die  Viabilität  mittels  eines  XTT-Tests  bestimmt.  In 
PKB/Akt-exprimierenden A-549 Zellen ließ sich im Vergleich zur kontroll-transfizierten Parental-
zelllinie  eine  sehr  starke  Desensitivierung  gegenüber  Mitoxantron  detektieren.  Exemplarische 
Darstellung einer Dosis-Wirkungskurve für die Behandlung mit Mitoxantron. 
 
 
CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A, SK-OV-3, A-549 und NCI H460 Zelllinien wurden 
im  Vergleich  mit  ihren  kontroll-transfizierten  Parentalzelllinien  hinsichtlich  ihres 
Ansprechens  auf  verschiedene  Chemotherapeutika  untersucht  (siehe  Abschnitt  3.3.8.). 
Abbildung 4-16 zeigt die Zusammenfassung der IC50-Werte der kontroll-transfizierten und 
CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien  bei  Behandlung  mit  verschiedenen  Zellzyklus-  4. Ergebnisse 
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spezifischen (Taxol, 5-FU) bzw. Zellzyklus-unspezifischen Chemotherapeutika (Mitoxantron, 
Cis Platin, Doxorubicin). Für die Substanz 5-FU ließen sich weder in MCF10A noch in SK-
OV-3  oder  A-549  Zelllinien  IC50-Werte  bestimmen,  da  sich  diese  Zelllinien  bei  den 
verwendeten Inkubationszeiten auch bei Konzentrationen bis 316µM nicht oder nur schwach 
sensitiv gegenüber diesem Chemotherapeutikum zeigten. Die Experimente zur Bestimmung 
der Chemosensitivität wurden jeweils mindestens dreimal unabhängig voneinander und mit 
verschiedenen  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Klonen  reproduziert,  um  klonale  Effekte  und 
Artefakte auszuschließen. 
CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A Zellen wiesen im Vergleich zur Kontrollzelllinie eine 
schwache  Desensitivierung  gegenüber  den  getesteten  Chemotherapeutika  auf.  Für 
Mitoxantron und Cis Platin konnte hierbei die größte Verschiebung der IC50 um den Faktor 
2,2 bzw. 2 beobachtet werden. In CA-PKB/Akt-exprimierenden bzw. kontroll-transfizierten 
SK-OV-3  Zelllinien  ließen  sich  keine  Unterschiede  in  der  Sensitivität  gegenüber  den 
getesteten Chemotherapeutika detektieren. Für CA-PKB/Akt-exprimierende A-549 Zelllinien 
konnte  eine  starke  Desensitivierung  gegenüber  Mitoxantron  (Faktor  10)  und  Cis  Platin 
(Faktor  5)  im  Vergleich  zur  Kontrollzelllinie  beobachtet  werden,  während  sich  für 
Doxorubicin und Taxol keine bzw. nur eine minimale Verschiebung der IC50-Werte ergab.  
Die stärkste Desensitivierung gegenüber den getesteten Chemotherapeutika konnte in CA-
PKB/Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zelllinien  detektiert  werden  (Abb.  4-17).  Für  die 
Zellzyklus-unspezifischen  Chemotherapeutika  Mitoxantron,  Doxorubicin  und  Cis  Platin 
zeigte sich im Vergleich zur Kontrollzelllinie eine sehr starke Verschiebung der IC50-Werte 
um den Faktor 20, 14 bzw. 9,3. Für Zellzyklus-spezifisches Taxol bzw. 5-FU ließen sich 
lediglich schwächere Verschiebungen der IC50-Werte um den Faktor 2,5 bzw. 3 beobachten.  
Aus  diesen  Experimenten  geht  hervor,  dass  konstitutive  Aktivierung  von  PKB/Akt  zur 
Desensitivierung  der  Zelllinien  MCF10A,  A-549  und  NCI  H460  gegenüber  Chemo-
therapeutika führt. Insbesondere in NCI H460 Zellen waren die IC50-Werte von Mitoxantron, 
Doxorubicin und Cis Platin durch die Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase 
deutlich erhöht. Die Zelllinie SK-OV-3 weist unter Hungerbedingungen bereits eine sehr hohe 
endogene  PKB/Akt-Kinaseaktivität  auf  (siehe  Abb.  4-12A),  so  dass  die  zusätzliche 
Expression von ektopischem CA-PKB/Akt keine weitere Desensitivierung gegenüber Chemo-
therapeutika  nach  sich  zieht.  In  weiteren  Experimenten  sollten  nun  die  molekularen 
Mechanismen  der  Desensitivierung  von  CA-PKB/Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zellen 
gegenüber Mitoxantron und Cis Platin untersucht werden.  
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+ =HOOOLQLHQ  Kontroll-transfizierte und  PKB/Akt-exprimierende NCI H460  Zelllinien wurden 
unter Hungerbedingungen für 72h mit Zytostatika behandelt und anschließend die Viabilität mittels 
eines XTT-Tests bestimmt. Durch die Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase zeigte sich 
eine verminderte Sensitivität gegenüber Zellzyklus-unspezifischen Chemotherapeutika, während sich 
nur  eine  geringe  Verminderung  der  Sensitivität  gegenüber  Zellzyklus-spezifischen  Chemothera-




4.2.4. Mechanistische  Charakterisierung der  Chemoresistenz in  CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen 
Die meisten der heute in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika töten Tumorzellen über 
die Induktion von Apoptose [173]. Bei der Auslösung von Apoptose werden verschiedene 
Signalwege unterschieden. Ein Weg umfasst die Auslösung von Apoptose durch membran-
ständige  Rezeptoren  (sogenannte  Todesrezeptoren)  wie  beispielsweise  TNFa-  oder  Fas-
Rezeptoren, die nach Bindung ihres Liganden Adaptermoleküle rekrutieren und so den Ablauf 
einer Caspase-Kaskade einleiten, was schließlich zum Absterben der Zelle führt (siehe Abb. 
1-5  und  1-6)  [66].  Zytostatika  können  hierbei  indirekt  die  Expression  von  Liganden  der   4. Ergebnisse 
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Todesrezeptoren  induzieren  (z.B.  Fas-L)  oder  das  Adaptermolekül  FADD  in  den „Death-
inducing  signaling  complex“  (DISC)  rekrutieren  und  somit  den  Todesrezeptor-Signalweg 
aktivieren [173]. Eine weiterer Signalweg zur Auslösung von Apoptose wird durch Entzug 
von  Wachstumsfaktoren  oder  durch  andere  Stresssignale  ausgelöst.  Proteine  der  Bcl-2 
Familie regulieren hierbei die Freisetzung von  Cytochrom C aus den Mitochondrien, was 
wiederum eine Caspase-Kaskade initiiert, die schließlich zu Apoptose führt [66]. So sorgen 
verschiedene  Zytostatika  indirekt  für  die  Induktion  der  Expression  von  Bax,  einem  pro-
apoptotischen  Mitglied  der  Bcl-2-Familie  und  somit  für  eine  Verschiebung  der  Balance 
innerhalb der Zelle in Richtung Apoptose [181]. Als Antwort auf das Auftreten von DNA-
Schäden nach Behandlung mit Chemotherapeutika, die beispielsweise DNA alkylieren und 
quervernetzen,  wird  das  Tumorsuppressorprotein  p53  an  mehreren  Serinresten  durch 
verschiedene Serin-/ Threonin-Kinasen wie ATM, ATR, DNA-PK oder Chk2 phosphoryliert 
und aktiviert (siehe Abb. 1-9) [97-109]. Nach seiner Aktivierung kann p53 in den Zellkern 
translozieren und dort durch Transkription verschiedener Gene zum einen Zellzyklusarrest 
und DNA-Reparatur zum anderen aber auch Apoptose induzieren [106]. Charakteristisch für 
alle  Signalwege  zur  Auslösung  von  Apoptose  ist  die  Aktivierung  von  Caspasen  [67-69]. 
Diese Cystein-Proteasen werden in der Zelle als inaktive Zymogene synthetisiert, die durch 
proteolytische  Abspaltung  der  Pro-Domäne  aktiviert  werden  [68].  Innerhalb  der 
proteolytischen Kaskade werden je nach ihrer Aufgabe die Initiator-Caspase 8, 9, 10 und die 
Effektor-Caspasen  2-7  und  11-13  unterschieden,  wobei  die  Effektor-Caspasen  an  der 
Spaltung zellulärer Proteine und somit der Einleitung von Apoptose beteiligt sind (siehe Abb. 
1-5) [68]. PKB/Akt kann apoptotische Stimuli unterdrücken, indem es in diese Signalwege 
eingreift. So werden u.a. die Initiator-Caspase 9, das pro-apoptotische Bcl-2-Homolog Bad 
und  Forkhead  Transkriptionsfaktoren,  die  die  Expression  des  Fas-L  modulieren,  durch 
PKB/Akt direkt phosphoryliert und in ihrer Funktion inaktiviert (siehe Abb. 1-11) [116].  
 
$NWLYLHUXQJYRQ&DVSDVHQQDFK%HKDQGOXQJPLW=\WRVWDWLND
Zur  mechanistischen  Untersuchung  der  durch  CA-PKB/Akt  hervorgerufenen 
Desensitivierung insbesondere gegenüber den Chemotherapeutika Mitoxantron und Cis Platin 
in  NCI  H460  Zelllinien  wurde  zuerst  die  Aktivierung  verschiedener  Caspasen  sowie  des 
Caspase 3/7-Substrates PARP in der Western Blot Analyse betrachtet (Abb. 4-18).  
Dazu wurden zunächst aus den Dosis-Wirkungskurven der mit Mitoxantron und Cis Platin 
behandelten  kontroll-transfizierten  NCI  H460  Zellen  IC80-Werte  bestimmt.  Da  bei  der 
Bestimmung  der Dosis-Wirkungskurven  die  Substanz-Inkubationsdauer  72h betrug, wurde 
für die Analyse der Caspase-Signalwege als Konzentration die IC80 gewählt, um auch bei   4. Ergebnisse 
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kürzerer Inkubationszeit in den Kontrollzellen eine starke Caspase-Aktivierung zu erreichen 
und eventuelle Unterschiede zu CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich zu erkennen 
[169]. Die optimale Inkubationszeit der Zelllinien mit Mitoxantron (24h) respektive Cis Platin 
(36h)  wurde  mittels  Apoptose-ELISA  sowie  Western  Blot  Analyse  zu  unterschiedlichen 
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Die Detektion der einzelnen Caspasen (roter Pfeil) bzw. deren Fragmente (grüner Pfeil) in 
Zellextrakten  erfolgte  mittels  Western  Blot  Analyse  mit  spezifischen  Antikörpern  für  die 
entsprechenden  Caspasen  bzw.  deren  geschnittene  Fragmente  und  anschließendem  Nachweis 




In  Cis  Platin  behandelten  Kontrollzellen  ließ  sich  eine  starke  Aktivierung  der  beiden 
Schlüssel-Caspasen 8 und 9, der Effektor-Caspasen 3 und 7 sowie des Caspase-Substrates 
PARP beobachten, während sich in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nur eine wesentlich 
schwächere Aktivierung der Schlüssel-Caspasen 8 und 9 sowie der Effektor-Caspase 7 aber   4. Ergebnisse 
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keine  Aktivierung  von  Caspase  3  und  Spaltung  von  PARP  zeigte.  Nach  Behandlung  der 
Kontrollzellen  mit  150nM  Mitoxantron  für  24h  ließ  sich  lediglich  eine  sehr  schwache 
Aktivierung von Caspase 9 und 7 beobachten, während die anderen analysierten Caspasen nur 
im ungeschnittenen Zustand vorlagen. In CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen hingegen kam 
es  durch  die  Behandlung  mit  Mitoxantron  zu  keiner  nachweisbaren  Caspase-Aktivierung. 
Insgesamt ließen sich bei Behandlung der Zelllinien mit Cis Platin quantitative Unterschiede 
in der Aktivierung der Caspasen 8, 9 und 7 sowie qualitative Divergenzen in der Spaltung von 
Caspase 3 sowie des Substrats PARP detektieren, während sich bei Behandlung der Zelllinien 
mit Mitoxantron schwache qualitative Differenzen ausschließlich hinsichtlich der Aktivierung 
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KDie  Detektion  der  einzelnen  Caspasen (roter  Pfeil)  bzw.  deren  Fragmente  (grüner  Pfeil)  in 
Zellextrakten  erfolgte  mittels  Western  Blot  Analyse  mit  spezifischen  Antikörpern  für  die 
entsprechenden  Caspasen  und  anschließendem  Nachweis  gebundener  Sekundärantikörper  mittels 
Chemolumineszens. ++, starke Aktivierung, +, schwache Aktivierung.
 
 
Um  die  Unterschiede  in  der  Aktivierung  der  einzelnen  Caspasen  zwischen  kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien bei Behandlung mit Mitoxantron 
genauer  untersuchen  zu  können,  wurde  der  Versuch  mit  höheren  Mitoxantron-  4. Ergebnisse 
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Konzentrationen  (400nM,  1µM  bzw.  1,5µM)  und  verlängerter  Inkubationsdauer  (36h) 
wiederholt  (Abb.  4-19).  Die  augenscheinlichsten  Unterschiede  zwischen  kontroll-
transfizierten  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  zeigten  sich  wiederum  in  der 
Aktivierung  der  Effektor-Caspasen  3/7  sowie  in  der  Spaltung  von  PARP,  die  in  CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  bei  allen  Konzentrationen  schwächer  ausfielen.  Eine 
Aktivierung von Caspase 8 erfolgte in beiden Zelllinien nur ab einer Konzentration von 1µM, 
wobei  diese  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  ebenfalls  geringfügig  schwächer  zu 
beobachten  war.  Für  Caspase  9  ergab  sich  eine  schwache  Aktivierung  in  Kontrollzellen, 
während  es  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  zu  keiner  Spaltung  (und  damit 
Aktivierung)  dieser  Schlüssel-Caspase  kam.  Auch  in  diesem  Experiment  ließen  sich 
Unterschiede in der Aktivierung der Caspasen beobachten, wobei sich die Ergebnisse bei 
Behandlung mit Cis Platin eindeutiger als bei Behandlung mit Mitoxantron darstellten. Die 
Aktivierung von Caspasen war bei Behandlung mit Mitoxantron allgemein schwächer und 
wurde größtenteils erst bei Konzentrationen erreicht, die höher als der IC80-Wert lagen. 
Um  die  Aktivierung  der  beiden  Schlüssel-Caspasen  8/9  sowie  der  Effektor-Caspase  3 
quantifizieren zu können, wurden Aktivitätstests mit Lysaten von kontroll-transfizierten und 
CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien nach Behandlung mit Mitoxantron (24h / 
400nM) und Cis Platin (36h / 20µM) bzw. ohne Zytostatika-Behandlung durchgeführt (siehe 
Abschnitte  3.4.15.-3.4.17.).  Der  Nachweis  von  aktivierter  Caspase  in  Zelllysaten  erfolgte 
durch proteolytische Spaltung eines Caspase-spezifischen chromogenen Substrats, wodurch 
p-Nitroanilin freigesetzt wird und quantifiziert werden kann. Die Ergebnisse dieser Caspase-
Aktivitätstests sind in Abbildung 4-20 zusammengefasst.  
Durch  Inkubation  der  Kontrollzellen  mit  400nM  Mitoxantron  für  24h  ließ  sich  in 
Zellextrakten  eine  Caspase  3  Aktivität  von  14,6pmol/min  detektieren,  die  nahezu  der 
Aktivität  von  30U  rekombinanter  Caspase  3  entsprach.  Nach  Zugabe  eines  spezifischen 
Caspase  3  Inhibitors  ließ  sich  in  den  Zellextrakten  nahezu  keine  Caspase  3  Aktivität 
detektieren, was die Spezifität des chromogenen Substrats für Caspase 3 verdeutlicht. In CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien ließ sich nur eine schwache Steigerung der Caspase 3 
Aktivität nach Behandlung mit Mitoxantron beobachten. Es fiel darüber hinaus auf, dass die 
Unterschiede  zwischen  kontroll-transfizierten  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien 
nach  Mitoxantron-Behandlung  im  Aktivitätstest  deutlicher  zu  erkennen  waren  als  in  der 
Western Blot Analyse (siehe Abb. 4-19). Auch nach Behandlung der Zelllinien mit 20µM Cis 
Platin für die Dauer von 36h zeigte sich in Kontrollzellen eine deutlich stärkere Aktivierung 
der Effektor-Caspase 3 im Vergleich zu CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien.   4. Ergebnisse 
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Analog zur Western Blot Analyse konnte im Aktivitätstest sowohl für kontroll-transfizierte 
als auch CA-PKB/Akt-exprimierende Zelllinien nur eine sehr geringe Caspase 8 Aktivierung 
nach  Behandlung  mit  400nM  Mitoxantron  gemessen  werden.  Deutliche  Unterschiede 
zwischen den einzelnen Zelllinien in der Caspase 8 Aktivierung traten hingegen - wie schon 
in Abbildung 4-18 zu sehen - bei Inkubation mit 20µM Cis Platin auf. Während in Kontroll-
zellen  die  Caspase  8  Aktivität  5,3pmol/min  betrug,  ließ  sich  die  Aktivität  zweier  CA-
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Der Nachweis von aktivierter Caspase in 
Zelllysaten  erfolgte  durch  proteolytische  Spaltung  eines  Caspase-spezifischen  chromogenen 
Substrats, wodurch p-Nitroanilin freigesetzt wurde und quantifiziert werden konnte.
 
 
Im  Caspase  9  Aktivitätstest  konnte  nach  der  Behandlung  der  Zelllinien  mit  400nM 
Mitoxantron in Kontrollzellen eine deutliche Aktivierung beobachtet werden. In PKB/Akt-  4. Ergebnisse 
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exprimierenden Zellen ergab sich auch bei mehrfacher Wiederholung des Experiments kein 
eindeutiges Bild. Wie bereits in der Western Blot Analyse (Abb. 4-18 und 4-19) zeigte sich, 
dass die Aktivierung von Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien tendenziell 
eher niedriger als in Kontrollzellen war. Nach Behandlung der Zelllinien mit 20µM Cis Platin 
ließ sich eine signifikant stärkere Aktivierung von Caspase 9 in kontroll-transfizierten Zellen 
im Vergleich zu CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen detektieren.  
Alle Caspase-Aktivitätstests wurden mit vergleichbaren Ergebnissen mehrmals reproduziert. 
Die bereits in der Western Blot Analyse gefundene differenzielle Aktivierung der einzelnen 
Caspasen  konnte  in  den  Aktivitätstests  erneut  beobachtet  werden,  wobei  in  Analogie  zur 
Western  Blot  Analyse  auch  hier  die  Unterschiede  in  Cis  Platin  behandelten  Zelllinien 
deutlicher hervortraten als in Mitoxantron behandelten Zelllinien.  
Zusammenfassend  lässt  sich  aus  den  Caspase-Aktivierungsstudien  ableiten,  dass  nach  der 
Behandlung  mit  Zytostatika  die  Caspase-Aktivität  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen 
tendenziell  niedriger  war  als  in  Kontrollzellen.  Da  hierbei  sowohl  der  mitochondriale 
Signalweg durch Spaltung der Initiator-Caspase 9 als auch der Todesrezeptor-Signalweg über 
Proteolyse der Initiator-Caspase 8 aktiviert zu sein scheint, sollten nun beide Signalwege zur 
Aufklärung  der  molekularen  Unterschiede  der  Caspase-Aktivierung  zwischen  kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien eingehender untersucht werden.  
 
0ROHNXODUH8QWHUVXFKXQJGHVPLWRFKRQGULDOHQ$SRSWRVH6LJQDOZHJV
Zunächst wurden  daher verschiedene  Mechanismen des  mitochondrialen  Apoptose-Signal-
wegs - wie bereits in Abbildung 1-7 dargestellt - betrachtet. Der initiale Schritt der Caspase 9 
Aktivierung ist die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol. Zur 
Bestimmung  der  Cytochrom  C-Verteilung  wurden  Lysate  von  unbehandelten  sowie 
Mitoxantron- (8h / 400nM) bzw. Cis Platin-behandelten (8h / 20µM) kontroll-transfizierten 
bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien fraktionell zentrifugiert. Anschließend wurde 
die  Cytochrom  C-Konzentration  der  mitochondrialen  und  der  zytosolischen  Fraktion  im 
ELISA  quantifiziert  (siehe  Abschnitt  3.4.18).  Aus  Abbildung  4-21A  geht  hervor,  dass  es 
durch  Behandlung  der  Zelllinien  mit  beiden  Zytostatika  im  Vergleich  zu  unbehandelten 
Zellen zu einer deutlichen Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol 
kommt.  Diese  Freisetzung  ist  aber  in  kontroll-transfizierten  und  CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen vergleichbar stark.  
Zytosolisches Cytochrom C kann nach seiner Freisetzung an Apaf-1 binden. Gemeinsam mit 
Caspase  9  aggregiert  dieser  Komplex  zum  „Apoptosom“,  wobei  es  zur  Aktivierung  von 
Caspase  9  kommt  [90].  Da  Unterschiede  der  Caspase  9  Aktivierung  in  einer  ungleichen   4. Ergebnisse 
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Expressionsrate von Apaf-1 begründet sein könnten, wurden kontroll-transfizierte und CA-
PKB/Akt-exprimierende  Zelllinien  im  unbehandelten  und  Zytostatika-behandelten  Zustand 



























































































































































































































































































































































  $  Kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zelllinien  wurden  zur 
Detektion der Cytochrom C Freisetzung aus Mitochondrien mit Mitoxantron (400nM/8h) bzw. Cis 
Platin  (20µM/8h)  behandelt,  die  Zelllysate  -  wie  in  Abschnitt  3.4.18  beschrieben  -  fraktionell 
zentrifugiert  und  anschließend  im  Cytochrom  C  ELISA  untersucht.  Beide  Zelllinien  setzen  nach 
Behandlung mit Zytostatika ähnliche Mengen Cytochrom C frei. % Kontroll-transfizierte und CA-
PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden mit Mitoxantron (400nM/24h) bzw. Cis Platin 
(20µM/36h)  behandelt  und  die  Zelllysate  in  der  Western  Blot  Analyse  mit  einem  spezifischen 
Antikörper auf Apaf-1 Expression untersucht. Der Nachweis gebundener Sekundärantikörper erfolgte 
mittels Chemolumineszens. Beide Zelllinien zeigen unter den verschiedenen Bedingungen jeweils 
eine  vergleichbare  Expression  von  Apaf-1.  &  Unbehandelte  kontroll-transfizierte  und  CA-
PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden unter Hunger- und Vollmediumbedingungen 
kultiviert, Pro-Caspase 9 mit einem spezifischen Antikörper immunopräzipitiert und in der Western 
Blot  Analyse  mit  einem  anti-Phospho-Caspase  9-Antikörper  auf  den  Phosphorylierungsgrad 
untersucht.  Der  Nachweis  gebundener  Sekundärantikörper  erfolgte  mittels  Chemolumineszens. 
Insgesamt  scheint  dabei  Pro-Caspase  9  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  unter  Hunger-
bedingungen den höchsten Phosphorylierungsgrad an Ser
196 aufzuweisen. 
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Durch Behandlung der Zellen mit Mitoxantron und Cis Platin erfolgte eine Induktion der 
Apaf-1-Expression.  Diese  Induktion  war  allerdings  in  kontroll-transfizierten  und  CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien vergleichbar stark, so dass auch hier keine molekularen 
Unterschiede  zwischen  Kontrollzellen  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  detektiert 
werden konnten (Abb. 4-21B). 
Ein weiterer beschriebener Mechanismus, der zu einer schwächeren Aktivierung von Pro-
Caspase 9 führt, ist die Phosphorylierung von Pro-Caspase 9 an Ser
196 durch PKB/Akt. Diese 
Phosphorylierung  verhindert die Spaltung von  Pro-Caspase 9 und  somit  die  Initiation der 
proteolytischen Caspase-Kaskade [171]. Daher wurde Pro-Caspase 9 mit einem spezifischen 
Antikörper  immunopräzipitiert  und  anschließend  auf  seinen  Phosphorylierungsstatus 
überprüft. Insbesondere unter Hungerbedingungen zeigte sich, dass Pro-Caspase 9 in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen etwas stärker phosphoryliert war als in Kontrollzellen (Abb. 
4-21C). In Vollmedium ist dieser Effekt nur in sehr abgeschwächter Form zu beobachten, da 
der Grad der Phosphorylierung unter diesen Bedingungen insgesamt deutlich niedriger ist. Da 
die Behandlung der Zellen mit Zytostatika unter Hungerbedingungen durchgeführt wurde, ist 
es  möglich,  dass  die  Aktivierung  von  Caspase  9  teilweise  durch  deren  verstärkte 
Phosphorylierung in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen kompensiert wurde.  
Die Regulation der Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien erfolgt über die 
Balance  zwischen  anti-  und  pro-apoptotischen  Mitgliedern  der  Bcl-2-Proteinfamilie  [83]. 
Nach Heterodimerisierung können einige dieser Proteine in der mitochondrialen Membran 
porenartige Komplexe bilden, wobei das Verhältnis von pro- zu anti-apoptotischen Bcl-2-
Homologen darüber entscheidet, ob Cytochrom C freigesetzt wird oder nicht [84-86]. Daher 
wurden nun die Expressionsmuster von fünf Proteinen dieser Familie in unbehandelten sowie 
Mitoxantron-  (400nM/24h)  und  Cis  Platin-behandelten  (20µM/36h)  kontroll-transfizierten 
und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien betrachtet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-
22 zusammengefasst.  
Die Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bfl-1 und Bcl-xL war nach Behandlung 
mit  Zytostatika  sowohl  in  Kontrollzellen  als  auch  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen 
unverändert.  Ein  Unterschied  in  der  Expression  von  Bcl-2  und  Bfl-1  zwischen  kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen konnte nicht beobachtet werden. Die 
Expression von Bcl-xL hingegen war in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich erhöht. 
Keine Expressionsunterschiede ließen sich für die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bcl-xS 
detektieren, wobei die Expression von Bcl-xS insgesamt sehr niedrig war. Bei Behandlung der   4. Ergebnisse 
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Zellen mit Zytostatika stieg die Expression von Bax sowohl in kontroll-transfizierten als auch 









































$EE:HVWHUQ %ORW $QDO\VH GHU ([SUHVVLRQ YRQ 0LWJOLHGHUQ GHU %FO )DPLOLH Kontroll-transfizierte 
und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden mit Mitoxantron (400nM/24h) bzw. 
Cis Platin (20µM/36h) behandelt und die Zelllysate in der Western Blot Analyse mit spezifischen 
Antikörpern  untersucht.  Der  Nachweis  gebundener  Sekundärantikörper  erfolgte  mittels  Chemo-
lumineszens. Weder bei den pro-apoptotischen (Bax, Bcl-xS) noch bei anti-apoptotischen Proteinen 
(Bcl-2, Bfl-1) sind Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden 




Insgesamt zeigten sich also keine Expressionsunterschiede für die pro-apoptotischen Proteine 
Bax und Bcl-xS sowie die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bfl-1 zwischen kontroll-
transfizierten  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien.  Ein  anti-apoptotisches  Signal 
könnte  die  verstärkte  Expression  von  Bcl-xL  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen 
darstellen.  Darüber  hinaus  wäre  es  möglich,  dass  die  Funktionalität  einiger  Proteine  z.B. 
durch  Phosphorylierung  herabgesetzt  ist,  wozu  aber  weitere  Untersuchungen  z.B.  mit 
phospho-spezifischen Antikörpern nötig wären. 
 
0ROHNXODUH8QWHUVXFKXQJGHV7RGHVUH]HSWRUYHUPLWWHOWHQ$SRSWRVH6LJQDOZHJV
In den Caspase-Aktivitätsuntersuchungen konnte nach Behandlung der NCI H460 Zelllinien 
mit  Zytostatika  neben  der  differenziellen  Aktivierung  der  Initiator-Caspase  9  auch  eine 
differenzielle Aktivierung der Initiator-Caspase 8 nachgewiesen werden, weshalb nunmehr 
verschiedene  Mechanismen  und  Faktoren  des  Fas-Rezeptor  Signalwegs  -  wie  bereits  in 
Abbildung 1-5 dargestellt - untersucht werden sollten. Der Fas-Rezeptor Signalweg spielt in 
der Zytostatika-vermittelten Apoptose eine wichtige Rolle [173]. Die Exposition von Zellen 
mit bestimmten Chemotherapeutika führt zum p53-vermittelten Transport von Fas-R aus dem   4. Ergebnisse 
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Golgi-Apparat  an  die  Zelloberfläche,  wo  diese  trimerisieren  und  somit  die  Bildung  des 
„Death-inducing  signaling  complex“  (DISC)  aus  dem  Adaptermolekül  FADD  und  Pro-
Caspase 8 induzieren können [174, 175]. Die Aktivierung von Pro-Caspase 8 kann durch die 
Interaktion von c-FLIP mit dem DISC inhibiert werden [75]. Hieraus ergeben sich mehrere 
Mechanismen,  die  eine  Desensitivierung  gegenüber  Zytostatika  vermitteln  könnten.  Zum 
einen  könnte  eine  unterschiedliche  Oberflächenexpression  des  Fas-R  eine  geringere 
Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika bewirken. Zum anderen wäre es denkbar, dass die 
Expression des Adapterproteins FADD oder aber die Expression des inhibitorischen Proteins 
c-FLIP verändert und somit die Ausbildung des DISC bzw. die Aktivierung der Pro-Caspase 
8 modifiziert sein könnte.  
Daher wurde zum einen eine FACS Analyse durchgeführt, bei der die Oberflächenexpression 
des  Fas-R  in  unbehandelten  sowie  Mitoxantron-  (400nM/24h)  und  Cis Platin-behandelten 
(20µM/36h) Zelllinien bestimmt wurde (siehe Abschnitt 3.4.19.). Darüber hinaus wurden in 
der Western Blot Analyse Gesamtzelllysate auf die Expression von Fas-R, FADD und c-FLIP 
untersucht. 
Fas-Rezeptoren  können  nur  aktiviert  werden,  wenn  sie  sich  membranständig  an  der 
Zelloberfläche befinden. Intrazellulär gespeicherte Fas-Rezeptoren müssen somit nach einem 
apoptotischen  Stimulus  zunächst  an  die  Zelloberfläche  transportiert  werden,  ehe  sie  dort 
aktiviert  werden  können.  In  der  FACS  Analyse  konnte  eine  deutliche  Steigerung  der 
Oberflächenexpression des Fas-R nach Behandlung der Zellen mit Mitoxantron (400nM/24h) 
bzw. Cis Platin (20µM/36h) im Vergleich zu unbehandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 
4-23A).  Kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  Zelllinien  wiesen  dabei 
jedoch keine Unterschiede auf.  
Nachdem  in  der  FACS  Analyse  keine  Unterschiede  in  der  Zytostatika  induzierten 
Translokation der Fas-Rezeptoren an die Zelloberfläche zu beobachten waren, wurden die 
behandelten Zellextrakte nun auf Unterschiede in der Expression verschiedener Proteine des 
Todesrezeptorsignalwegs  untersucht.  In  der  Western  Blot  Analyse  wurden  dabei  keine 
Unterschiede  in  der  Gesamtexpression  von  Fas-R,  FADD  und  c-FLIP  zwischen  kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien detektiert (Abb. 4-23B). Auffällig 
hierbei war, dass die Gesamtproteinmenge des Fas-R auch nach Behandlung der Zelllinien 
mit Mitoxantron und Cis Platin konstant blieb. Dies bestätigt die Beobachtung, dass im Golgi-
Apparat gespeicherte Fas-Rezeptoren nach Zytostatika-Behandlung und damit einhergehender 
p53-Aktivierung an die Zelloberfläche transportiert werden und keine Protein-Neusynthese 
stattfindet [175].  
   4. Ergebnisse 





















































































































$EE)$&6$QDO\VH GHU )DV5H]HSWRU2EHUIOlFKHQH[SUHVVLRQ XQG :HVWHUQ %ORW $QDO\VH GHV )DV
5H]HSWRU6LJQDOZHJV  $ Nach Behandlung mit Mitoxantron (24h/400nM) bzw. Cis Platin (36h/ 
20µM)  wurden  kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zellen  mit 
EDTA/PBS von der Schale abgelöst, fixiert und membranständige Fas-Rezeptoren mit einem FITC-
markierten  Antikörper  im  Durchflusszytometer  nachgewiesen.  %  Behandelte  Zelllysate  wurden 
außerdem einer Western Blot Analyse mit spezifischen Antikörpern gegen Fas-R, FADD und c-FLIP 
unterzogen. Der Nachweis gebundener Sekundärantikörper erfolgte mittels Chemolumineszens. Es 
konnten  hierbei  keine  Unterschiede  zwischen  kontroll-transfizierten  und  CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zelllinien hinsichtlich der Oberflächenexpression des Fas-Rezeptor (A) sowie der 
Gesamtexpression von Fas-R, FADD und c-FLIP (B) detektiert werden. 
 
 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich bei der Analyse des Fas-Rezeptor Signalwegs 
keine Unterschiede hinsichtlich der Translokation der Fas-Rezeptoren an die Zelloberfläche   4. Ergebnisse 
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und  der  Expression  von  Proteinen  des  DISC  zwischen  kontroll-transfizierten  und  CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien zeigten.  
 
0ROHNXODUH8QWHUVXFKXQJGHU,QGXNWLRQGHVS6LJQDOZHJV
Nach  dem  Auftreten  von  DNA-Schäden  beispielsweise  durch  Behandlung  der  Zellen  mit 
Zytostatika  wird  ein  dritter  wichtiger  apoptotischer  Signalweg  aktiviert,  bei  dem  das 
Tumorsuppressorprotein p53 eine Schlüsselfunktion besitzt. Die Aktivierung von p53 erfolgt 
mittels  Phosphorylierung  an  mehreren  Serin-Resten  durch  verschiedene  Serin-/Threonin-
Kinasen wie ATM, ATR, DNA-PK oder Chk2 und führt zur Translokation von p53 in den 
Zellkern. Dort kann phosphoryliertes p53 die Transkription verschiedener Gene induzieren: 
Phosphorylierung an Ser
15 reguliert die transkriptionelle Aktivität von p53 durch Induktion 
der  Expression von  MDM2, Phosphorylierung an  Ser
15 und Ser
20  führt zur Induktion der 




46 u.a. durch transkriptionelle Repression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 und die Induktion der pro-apoptotischen Proteine Bax und AIP 
das Auftreten von Apoptose und die Initiation einer Caspase-Kaskade vermittelt (siehe Abb. 
1-9) [97-109]. Da es Hinweise darauf gibt, dass PKB/Akt das Auftreten von p53-induzierter 
Apoptose  verzögern  kann  [182],  sollten  Mitoxantron-  und  Cis  Platin-behandelte  kontroll-
transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien hinsichtlich der Induktion 
von  p53  und  MDM2,  des  Phosphorylierungsstatus  von  p53  sowie  der  p53-induzierten 
Transkription von p21 und Bax untersucht werden (Abb. 4-24).  
In  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  war  nach  Zugabe  von  400nM  Mitoxantron  eine 
deutlich verlangsamte Hochregulation von p53 im Vergleich zu Kontrollzellen zu beobachten. 
Die Phosphorylierung von p53 an den Resten Ser
15, Ser
20 und Ser
46 trat in beiden Zelllinien 
2h nach Zugabe von Mitoxantron auf.  
Phosphoryliertes p53 kann als Transkriptionsfaktor in den Kern wandern und die Expression 
verschiedener Proteine initiieren. So induziert an Ser
15 phosphoryliertes p53 die Expression 
von  MDM2,  einem  Protein,  das  durch  Bindung  an  p53  dessen  transkriptionelle  Aktivität 
inhibiert. Durch die zeitverzögerte Induktion von p53 wird die Expression von MDM2 in CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  im  Vergleich  zu  Kontrollzellen  deutlich  verlangsamt 
hochreguliert.  Die  Expression  des  Zellzyklusinhibitors  p21  und  des  pro-apoptotischen 
Proteins  Bax  werden  ebenfalls  durch  phosphoryliertes  p53  initiiert,  wobei  die  basale 
Expression von p21 in unbehandelten CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen bereits höher war 
als  in  unbehandelten  Kontrollzellen.  Auch  nach  Induktion  der  p21-Expression  durch  p53 
wiesen  CA-PKB/Akt-exprimierende  Zellen  zu  gleichen  Zeitpunkten  eine  größere  p21-  4. Ergebnisse 
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Proteinmenge auf als die Kontrollzellen. Im Fall der Expression von Bax war dies umgekehrt. 
Hier  war  die  basale  Expression  in  Kontrollzellen  höher  als  in  den  CA-PKB/Akt-
exprimierenden  Zellen.  Obwohl  in  beiden  Zelllinien  eine  Induktion  der  Bax-Expression 
beobachtet  werden  konnte,  war  die  Bax-Gesamtproteinmenge  in  den  CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen deutlich niedriger als in den Kontrollzellen. Die Expression von anti-
apoptotischem Bcl-2, die durch phosphoryliertes p53 reprimiert wird, war in beiden Zelllinien 

















































































































































































































































































































































































































$EE:HVWHUQ %ORW $QDO\VH GHV S6LJQDOZHJV QDFK %HKDQGOXQJ PLW 0LWR[DQWURQ Q0
Kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen wurden mit Mitoxantron 
(400nM) behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellextrakte hergestellt und diese in der 
Western  Blot  Analyse  mit  spezifischen  Antikörpern  wie  dargestellt  untersucht.  Der  Nachweis 
gebundener Sekundärantikörper erfolgte mittels Chemolumineszens. Durch das Auftreten von DNA-
Schäden  wird  p53  u.a.  an  Ser
15,  Ser
20  und  Ser
46  phosphoryliert,  kann  somit  in  den  Zellkern 
einwandern und dort die Transkription verschiedener Gene wie z.B. MDM2 (zur Negativregulation 
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$EE:HVWHUQ %ORW $QDO\VH GHV S6LJQDOZHJV QDFK %HKDQGOXQJ PLW &LV 3ODWLQ 0Kontroll-
transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zellen  wurden  mit  Cis  Platin  (20µM) 
behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellextrakte hergestellt und diese in der Western 
Blot  Analyse  mit  spezifischen  Antikörpern wie  dargestellt  untersucht. Der  Nachweis  gebundener 
Sekundärantikörper  erfolgte  mittels  Chemolumineszens.  Durch  das  Auftreten  von  DNA-Schäden 
wird p53 u.a. an Ser
15, Ser
20 und Ser
46 phosphoryliert, kann somit in den Zellkern einwandern und 
dort die Transkription verschiedener Gene wie z.B. MDM2 (zur Negativregulation der p53-Aktivität), 




Wie bereits in Mitoxantron-behandelten Zellen zeigten Cis Platin-behandelte CA-PKB/Akt-
exprimierende Zelllinien im Vergleich zu Kontrollzellen eine zeitliche Verschiebung der p53- 
und somit auch der MDM2-Induktion (Abb. 4-25). Besonders auffällig war jedoch, dass in 
CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  nach  36-stündiger  Inkubation  mit  Cis  Platin  die 
Proteinmenge sowohl von p53 als auch von MDM2 deutlich absank, während Kontrollzellen 
eine unvermindert starke Expression von p53 und MDM2 aufwiesen. Dies ist möglicherweise 
darauf zurückzuführen, dass MDM2 von  PKB/Akt  phosphoryliert werden kann,  phospho-
ryliertes  MDM2  in  den  Zellkern  transloziert  und  die  transkriptionelle  Aktivität  von  p53 
inhibiert [146].   4. Ergebnisse 
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Die Phosphorylierung von p53 an Ser
15, die alleine zur transkriptionellen Aktivierung der 
MDM2-Expression ausreichend ist, trat in beiden Zelllinien nach 4-stündiger Behandlung auf. 
Die Phosphorylierung an Ser
20, die gemeinsam mit der Phosphorylierung an Ser
15 für die 
Bindung an den p21-Promotor und somit für Wachstumsarrest sorgt, erfolgte erst nach 16-
stündiger  Inkubation.  Die  Phosphorylierung  an  Ser
46,  die  gemeinsam  mit  der  Phospho-
rylierung an Ser
15 und Ser
20 die Transkription des pro-apoptotischen Proteins AIP und die 
Repression  der  Transkription  des  anti-apoptotischen  Proteins  Bcl-2  vermittelt,  war  basal 
detektierbar und stieg etwa 8h nach Zugabe von Cis Platin nochmals an. Wie bereits bei 
Behandlung  der  Zelllinien  mit  Mitoxantron  war  die  basale  Expression  von  p21  in  CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  größer  als  in  Kontrollzellen.  Eine  Induktion  der  p21-
Expression  konnte aufgrund  der  im  Vergleich  zur  Mitoxantron-Behandlung  späteren  p53-
Induktion erst nach 16h nachgewiesen werden. Auch für die Expression von Bax zeigte sich 
erst nach 16h eine schwacher Anstieg. Die Expression von anti-apoptotischem Bcl-2 blieb in 
beiden Zelllinien zunächst unbeeinflusst, nach einer Inkubationszeit von 36h zeigte sich in 
beiden  Zelllinien  jedoch  eine  Verringerung  der  Expression,  was  aufgrund  des  p53-
Phosphorylierungsmusters  auch  zu  erwarten  war.  Insgesamt  trat  die  p53-Induktion  nach 
Behandlung mit Cis Platin in beiden Zelllinien deutlich später auf als nach Inkubation mit 
Mitoxantron, wobei auch hier eine zeitliche Verschiebung der p53 Induktion in CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen zu beobachten war.  
 
0ROHNXODUH 8QWHUVXFKXQJ ZHLWHUHU 0HFKDQLVPHQ GLH ]XU 'HVHQVLWLYLHUXQJ JHJHQEHU
=\WRVWDWLNDIKUHQ
Neben  verschiedenen  Eingriffen  in  die  drei  bereits  oben  besprochenen  Hauptwege  zur 
Auslösung  von  Apoptose,  wurden  weitere  Mechanismen  entdeckt,  die  Zellen  resistent 
gegenüber  Chemotherapeutika  machen.  Dazu  gehören  verschiedene  genetische  und 
epigenetische  Faktoren  wie  z.B.  die  verstärkte  Expression  von  „Multi-Drug  Resistance-“ 
(MDR-)  Proteinen,  die  Modulation  der  Wirksamkeit  von  Zytostatika  durch  Wechsel-
wirkungen  mit  der  Mikroumgebung  des  Tumors  oder  die  Amplifikation  bestimmter  anti-
apoptotisch wirksamer Gene [183]. Daher sollte nun die Expression verschiedener Faktoren 
überprüft  werden,  die  in  der  Literatur  im  Zusammenhang  mit  Vermittlung  von 
Chemoresistenz beschrieben wurden. Der IGF1-Rezeptor kann nach seiner Aktivierung durch 
Bindung  des  Liganden,  Homodimerisierung  und  anschließende  Autophosphorylierung  die 
Aktivität  verschiedener  Signalwege  modulieren,  wobei  neben  proliferativen  auch  anti-
apoptotische Signale vermittelt werden [172]. Die Modulation der Rezeptorexpression kann 
daher das Ansprechen von Zellen auf Zytostatika beeinflussen. Unter allen hier getesteten   4. Ergebnisse 
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Bedingungen war die zelluläre Expression des IGF1-R aber in kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien  gleich  (Abb.  4-26A).  Die  Chemoresistenz  von  CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen scheint daher nicht durch eine Veränderung der Expression 
des IGF1-R hervorgerufen zu werden. Eine Verringerung der Expression von funktionalem 
Rezeptor an der Zelloberfläche oder die Modifikation  des Rezeptors beispielsweise durch 
Phosphorylierung konnten in diesen Expressionsversuchen allerdings nicht überprüft werden 

















































































































































































9HUPLWWOXQJ YRQ &KHPRUHVLVWHQ] EHVFKULHEHQ ZXUGHQ Zellextrakte  von  unbehandelten  sowie 
Mitoxantron- (24h/400nM) bzw. Cis Platin-behandelten (36h/20µM) Kontrollzellen und CA-PKB/ 
Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zelllinien  wurden  in  der  Western  Blot  Analyse  mit  spezifischen 
Antikörpern auf Expression des IGF1-R und der IAPs Survivin, XIAP und cIAP untersucht. Der 
Nachweis gebundener Sekundärantikörper erfolgte mittels Chemolumineszens. Dabei konnten keine 
Expressionsunterschiede  zwischen  kontroll-transfizierten  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zell-
linien hinsichtlich des IGF-Rezeptor I (A), mehrerer Inhibitoren der Apoptose (B) detektiert werden.  
 
 
Auch  der  Familie  der  Inhibitoren  der  Apoptose  (IAPs)  wird  eine  zentrale  Rolle  in  der 
Unterdrückung  apoptotischer  Mechanismen  zugeschrieben  [184].  IAPs  (Survivin,  XIAP, 
cIAP) können direkt mit Pro-Caspasen wechselwirken und so die proteolytische Spaltung zur 
aktiven  Caspase  verhindern.  Die  Bedeutung  von  IAPs  wird  dadurch  verdeutlicht,  dass 
Survivin in einer Vielzahl von chemoresistenten Tumoren überexprimiert wird [184]. Bei der   4. Ergebnisse 
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Untersuchung zellulärer Extrakte aus unbehandelten sowie Mitoxantron- (24h/400nM) bzw. 
Cis  Platin-behandelten  (36h/20µM)  Kontrollzellen  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden 
Zelllinien zeigten sich jedoch keinerlei Expressionsunterschiede für die IAPs Survivin, XIAP 
und  cIAP  (Abb.  4-26B).  IAPs  spielen  also  scheinbar  bei  der  PKB/Akt-vermittelten 
Chemoresistenz nur eine untergeordnete Rolle. Auch hier müssten weitere Untersuchungen 
durchgeführt werden, um eventuell vorhandene Modifikationen der IAPs (wie beispielsweise 




Aus den Ergebnissen des Kapitels 4.2.4. lässt sich ableiten, dass PKB/Akt Chemoresistenz 
über verschiedene Mechanismen zu vermitteln scheint. Bei der Untersuchung verschiedener 
Signalwege,  die  an  der  Auslösung  von  Apoptose  beteiligt  sind,  konnten  deutliche 
Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen und Kontrollzellen 
detektiert werden. In den Untersuchungen zur Aktivierung von Caspasen zeigte sich, dass Cis 
Platin behandelte Kontrollzellen eine starke Aktivierung der beiden Schlüssel-Caspasen 8 und 
9, der Effektor-Caspasen 3 und 7 sowie des Caspase-Substrates PARP aufwiesen, während 
sich in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nur eine wesentlich schwächere Aktivierung der 
Schlüssel-Caspasen  8  und  9  sowie  der  Effektor-Caspase  7,  aber  keine  Aktivierung  von 
Caspase 3 und Spaltung von PARP zeigte. Auch Mitoxantron behandelte Zellen wiesen - in 
etwas  schwächerem  Maße  -  ebenfalls  eine  differenzielle  Aktivierung  von  Caspasen, 
insbesondere der Caspasen 9 und 3, auf. Bei detaillierter Betrachtung des Todesrezeptor- und 
des  mitochondrialen  Signalwegs  zur  Auslösung  von  Apoptose  zeigten  sich  für  mehrere 
Faktoren der mitochondrialen Signalkaskade deutliche Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen und Kontrollzellen. So war insbesondere unter Hungerbedingungen 
die Initiator-Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen stärker phosphoryliert als in 
Kontrollzellen.  Nach  seiner  Phosphorylierung  an  Ser
196  kann  Pro-Caspase  9  nicht  mehr 
proteolytisch  gespalten  werden,  wodurch  sich  möglicherweise  die  Unterschiede  in  der 
Aktivierung von Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-transfizierten Zellen 
erklären lassen [171]. Ein weiteres anti-apoptotisches Signal könnte die verstärkte Expression 
von  Bcl-xL  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  darstellen,  was  die  Freisetzung  von 
Cytochrom C aus den Mitochondrien erschweren und so ebenfalls die Aktivierung von Pro-
Caspase 9 verhindern könnte [83]. Bei Betrachtung des p53-Signalwegs, der in Zellen nach 
dem  Auftreten  von  DNA-Schäden  aktiviert  wird,  ließen  sich  wiederum  Unterschiede 
zwischen  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  und  Kontrollzellen  detektieren.  So  zeigten   4. Ergebnisse 
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CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen sowohl nach Behandlung mit Mitoxantron als auch mit 
Cis  Platin  eine  deutlich  verlangsamte  Hochregulation  von  p53  im  Vergleich  zu 
Kontrollzellen. Wie bereits in der Literatur beschrieben, scheint PKB/Akt das Auftreten von 
p53-induzierter Apoptose verzögern zu können [182]. Darüber hinaus fiel bei der Behandlung 
der Zellen mit Cis Platin auf, dass in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nach 36-stündiger 
Inkubation die Proteinmenge sowohl von p53 als auch von MDM2 deutlich absank, während 
Kontrollzellen eine unvermindert starke Expression von p53 und MDM2 aufwiesen. Dies ist 
möglicherweise  darauf  zurückzuführen,  dass  MDM2  von  PKB/Akt  phosphoryliert  wird, 
phosphoryliertes MDM2 in den Zellkern translozieren und die transkriptionelle Aktivität von 
p53 inhibieren kann [146].  
 
4.2.5. Etablierung eines LQYLYR-Tumormodells 
Die Ergebnisse aus den LQYLWUR-Versuchen haben gezeigt, dass PKB/Akt eine wichtige Rolle 
bei der Vermittlung von Chemoresistenz spielt. Daher sollte nun überprüft werden, ob es sich 
bei  der  Vermittlung  von  Chemoresistenz  durch  PKB/Akt  um  reine  Zellkulturphänomene 
handelt  oder  ob  sich  diese  Effekte  auch  in  humanen  Tumoren  reproduzieren  lassen. 
Exemplarisch wurde daher ein Xenograft Modell mit humanen CA-PKB/Akt-exprimierenden 
bzw. kontroll-transfizierten NCI H460 Zelllinien in Nacktmäusen etabliert. NCI H460 Zellen 
exprimieren sowohl Wildtyp Retinoblastomprotein als auch Wildtyp p53, reagieren, wie in 
dieser Arbeit gezeigt, sehr sensitiv auf Behandlung mit einer Vielzahl von Chemotherapeutika 
und bilden nach subkutaner Injektion an Nacktmäusen solide Tumore.  
CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien zeigten in den Proliferationsversuchen im 
Vergleich zu Kontrollzellen eine geringere Wachstumsrate. Um zu gewährleisten, dass die 
Tiere zu Beginn der Therapie vergleichbar große Tumore von kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  aufwiesen,  wurden  zur  Kompensation  der  langsameren 
Proliferation die doppelte  Anzahl  CA-PKB/Akt-exprimierender Zellen eingesetzt. Nu
+/Nu
- 
Nacktmausweibchen  (Züchter:  M OXJDDUG XQG %RUQKROWJDUG %DWFK  -  geliefert  am 
23.01.01) wurden 1,5x10
6 kontroll-transfizierte NCI H460 Zellen in die rechte Flanke sowie 
3x10
6 CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen in die linke Flanke subkutan injiziert. 
Nach Anwachsen der Tumore auf ein Volumen von ca. 0,2ml wurde über einen Zeitraum von 
14  Tagen  mit  der  Therapie  der  einzelnen  Gruppen  begonnen.  Zur  Therapie  wurden  den 
Tumor-tragenden Mäusen sowohl Zellzyklus-spezifische Zytostatika (Taxol - 14x 12,5, 25 
und  50mg/kg,  5-FU  -  14x  7,5,  15  und  30mg/kg)  als  auch  Zellzyklus-unspezifische 
Chemotherapeutika (Cis Platin - 4x 0,625, 1,25 und 2,5mg/kg, Mitoxantron - 4x 1, 2 und 
4mg/kg, Cyclophosphamid - 4x 50, 100 und 150mg/kg, Doxorubicin - 4x 1, 2 und 4mg/kg) in   4. Ergebnisse 
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jeweils drei verschiedenen Konzentrationen täglich bzw. an den Tagen 0, 3, 7 und 10 i.p. 
appliziert. Die Wirkung von Zellzyklus-abhängigen Zytostatika zeigt sich dabei nur, wenn 
Zellen sich teilen und den Zellzyklus durchlaufen: Der Antimetabolit 5-FU wirkt in der S-
Phase und hemmt die DNA- sowie die RNA-Synthese, während Zellen nach Behandlung mit 
Taxol nicht in der Lage sind, die Mitose vollständig zu durchlaufen. Zellzyklus-unabhängige 
Chemotherapeutika  hingegen  können  ihre  Wirkung  ohne  das  Durchlaufen  des  Zellzyklus 
entfalten. Ihre Wirkung ist daher in weiten Teilen unabhängig von der Proliferation der Zellen 
[15]. Eine Versuchsgruppe umfasste für jede Substanz und jede Konzentrationsstufe jeweils 7 
Tiere.  Der  Kontrollgruppe  wurde  14x  eine  physiologische  Kochsalzlösung  (0,9%  NaCl) 
appliziert. Das Tumorvolumen aller Tiere wurde zu Beginn der Behandlung und anschließend 
nach  3,  7,  10  und  14  Tagen  durch  Ertasten  der  Tumore  und  Vergleich  mit  einem 
Volumenstandard bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-27 dargestellt.  
Bei Behandlung der Tiere  mit dem Zellzyklus-spezifischen Antimetaboliten  5-FU war  im 
kontroll-transfizierten  Tumor  im  Vergleich  zur  unbehandelten  Kontrollgruppe  bei  allen 
Konzentrationen vermindertes Tumorwachstum zu beobachten, während die CA-PKB/Akt-
Tumore trotz  Behandlung sogar stärker wuchsen als unbehandelte CA-PKB/Akt-Kontroll-
tumore. Ein ähnliches Bild ergab sich für die Behandlung mit Taxol. Durch Applikation der 
beiden höchsten Konzentrationsstufen konnte das Tumorwachstum der kontroll-transfizierten 
Xenografts  nahezu  vollständig  gehemmt  werden.  CA-PKB/Akt-exprimierende  Tumore 
wuchsen unter Behandlung unbeeinflusst weiter, wobei auch hier das Wachstum stärker war 
als in PBS-behandelten CA-PKB/Akt-Kontrolltumoren (Abb. 4-27A). 
Auch gegenüber Zellzyklus-unabhängigen Substanzen ließ sich eine PKB/Akt-vermittelte  LQ
YLYRDesensitivierung  beobachten.  So  zeigte  sich  bei  Behandlung  kontroll-transfizierter 
Tumore mit Cis Platin eine Dosis-abhängige Verminderung des Tumorwachstums, während 
CA-PKB/Akt-Tumore  trotz  Cis  Platin-Behandlung  ein  im  Vergleich  zum  unbehandelten 
Kontrolltumor stärkeres Wachstum aufwiesen. Nach Applikation von Cyclophosphamid bzw. 
Doxorubicin  wuchsen  die  kontroll-transfizierten  Xenografts  deutlich  langsamer  als 
unbehandelte  kontroll-transfizierte  Xenografts, wobei  es  durch  Gabe  der  jeweils  höchsten 
Konzentration  zu  einer  völligständigen  Wachstumshemmung  des  Tumors  kam.  Dieser 
therapeutische Effekt war in CA-PKB/Akt-exprimierenden Tumoren wiederum aufgehoben. 
Cyclophosphamid  behandelte  CA-PKB/Akt-Tumore  wuchsen  vergleichbar  zum  PBS-
behandelten CA-PKB/Akt-exprimierenden Kontrolltumor, Doxorubicin zeigte nur in seiner 
höchsten Konzentration einen Einfluss auf das Wachstum der CA-PKB/Akt-Tumore. Einzig 
für Mitoxantron konnte im Gegensatz zu den  LQ YLWUR Experimenten keine Desensitivierung   4. Ergebnisse 
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durch  PKB/Akt  beobachtet  werden.  Sowohl  in  untransfizierten  Xenografts  als  auch  CA-





$EE%HKDQGOXQJ YRQ 7XPRU ;HQRJUDIW WUDJHQGHQ 1DFNWPlXVHQ PLW YHUVFKLHGHQHQ .ODVVHQ
&KHPRWKHUDSHXWLND Nu
+/Nu
-  Nacktmausweibchen  wurden  kontroll-transfizierte  bzw.  CA-
PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen in die rechte bzw. linke Flanke subkutan appliziert. Nach 
Etablierung der Tumore wurden die Tiere 14 Tage mit Zellzyklus-spezifischen (A) bzw. Zellzyklus-
unspezifischen Chemotherapeutika behandelt. Mit Ausnahme von Mitoxantron zeigten CA-PKB/Akt-
exprimierende  Tumor  Xenografts  deutlich  geringeres  Ansprechen  auf  Zytostatika  als  kontroll-
transfizierte Xenografts.  
 
 
Insgesamt  ließ  sich  in  diesem  Versuch  außer  für  Mitoxantron  LQ YLYR  eine  PKB/Akt-
vermittelte  Desensitivierung  gegenüber  Standardtherapeutika  darstellen.  In  den  LQ YLWUR- 
Experimenten war dieser Effekt besonders stark bei Behandlung der Zellen mit Zellzyklus-
unabhängigen Substanzen und weniger deutlich bei Applikation von Zellzyklus-abhängigen 
Substanzen ausgeprägt. Diese Differenzierung ließ sich in den  LQ YLYR-Versuchen dagegen 
nicht  beobachten.  Dieses  Tiermodell  stellt  ein  bedeutendes  Instrument  zur  Validierung   4. Ergebnisse 
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potentieller PKB/Akt-Inhibitoren aus der pharmazeutischen Wirkstoffsuche dar. Dabei sollte 
ein  PKB/Akt-Inhibitor  in  der  Lage  sein,  die  PKB/Akt-vermittelte  Chemoresistenz  zu 
durchbrechen  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  Xenografts  gegenüber  der  Behandlung  mit 
Chemotherapeutika so zu sensitivieren, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore das gleiche 
Ansprechverhalten auf Zytostatika aufweisen wie NCI H460 Kontrolltumore.  
 
4.2.6. Besitzt PKB/Akt eine pro-apoptotische Wirkung ? 
In den vorangegangenen Experimenten konnte schlüssig gezeigt werden, dass PKB/Akt bei 
der Vermittlung von Chemoresistenz eine bedeutende Rolle spielt. In der Literatur wurde 
darüber  hinaus  beschrieben,  dass  konstitutiv-aktives  PKB/Akt  auch  Fas-L-  und  TNFa-
induzierte Apoptose in murinen Hepatozyten durch die Induktion des Transkriptionsfaktors 
NF-kB unterdrücken kann [185]. Analog zu den Versuchen mit Zytostatika wurden daher 
kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zelllinien  für  72h  mit 
unterschiedlichen Mengen rekombinantem TNFa bzw. Fas-L behandelt. Statt der erwarteten 
Desensitivierung gegenüber der Behandlung mit den beiden rekombinanten pro-apoptotischen 
Zytokinen TNFa und Fas-L wurde im Gegenteil sogar eine Sensitivierung von CA-PKB/Akt-
exprimierenden  Zellen  im  Vergleich  zu  Kontrollzellen  beobachtet,  die  sich  in  fünf 
voneinander unabhängigen Experimenten reproduzieren ließ (Abb. 4-28). 
Während  NCI  H460  Kontrollzellen  weder  unter  Hunger-  noch  unter  Kulturbedingungen 
sensitiv gegenüber der Behandlung mit  TNFa waren, wiesen CA-PKB/Akt-exprimierende 
Zellen sowohl unter Hunger- als auch unter Kulturbedingungen eine deutliche Beeinflussung 
der Proliferation bei Zugabe hoher TNFa-Konzentrationen auf (Abb. 4-28A). Dieser Effekt 
war unter Kulturbedingungen allerdings deutlich schwächer ausgeprägt, was im Einklang mit 
der Literatur steht, da Zellen, die in Kulturmedium gute Wachstumsbedingungen vorfinden 
und  somit  in  vollem  Umfang  Proteinbiosynthese  betreiben,  allgemein  weniger  sensitiv 
gegenüber Todesrezeptor-induzierter Apoptose sind [178]. 
Auch  bei  Behandlung  der  Zellen  mit  rekombinantem  Fas-L  zeigten  sich  CA-PKB/Akt-
exprimierende Zellen sowohl unter Hunger- als auch unter Kulturbedingungen im Vergleich 
zu  Kontrollzellen  stärker  sensitiv  (Abb.  4-28B),  wobei  das  Ergebnis  wiederum  in  fünf 
unabhängigen Versuchen reproduziert werden konnte. Unter Hungerbedingungen ließen sich 
IC50-Werte  aus  den  Dosis-Wirkungskurven  bestimmen.  Die  IC50  für  Kontrollzellen  war 
gegenüber  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien  um  den  Faktor  12  auf  97,1  ng/ml 
verschoben. 
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7,4 ± 6,6  
$EE([SUHVVLRQ YRQ &$3.%$NW YHUPLWWHOW 6HQVLWLYLHUXQJ JHJHQEHU 71)D XQG )DV/LJDQG LQ
1&, + =HOOHQ Kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zelllinien 
wurden für 72h mit unterschiedlichen Mengen TNFa (A) bzw. Fas-L (B) behandelt und anschließend 
die  Viabilität  mittels  eines  XTT-Tests  bestimmt.  Dargestellt  ist  jeweils  ein  exemplarisches 
Experiment  in  Hungermedium  (0,5%  Serum)  bzw.  in  Vollmedium  (10%  Serum).  Die  Versuche 
wurden unabhängig voneinander mindestens 5-mal reproduziert. Bei Behandlung der Zellen mit Fas-
L  ließen  sich  aus  diesen  fünf  Versuchen  unter  Hungerbedingungen  IC50-Werte  bestimmen.  CA-
PKB/Akt-exprimierende Zellen zeigten sich sowohl unter Hunger- als auch Kulturbedingungen im 
Vergleich zu Kontrollzellen sensitiver gegenüber TNFa- bzw. Fas-L-Gabe. 
 
 
Zur  genaueren  Untersuchung  dieser  Beobachtung  wurden  Zelllysate  von  kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen auf die Gesamtexpression 
des TNF-Rezeptors 1 und des Fas-Rezeptors analysiert. Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) und 
die  zugehörige  Rezeptorfamilie  sind  insbesondere  bei  der  Entwicklung  und  Funktion  des 
Immunsystems bedeutsam. TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) ist ein Typ 1 Membranprotein und 
koppelt an zwei Signalwege (siehe Abb. 1-6) [66]. Zum einen wird bei Rezeptor-Stimulation 
der  Transkriptionsfaktor  NF-kB  aktiviert,  der  nach  Translokation  in  den  Zellkern  die 
Transkription anti-apoptotischer Gene initiiert. Zum anderen wird durch Bildung des DISC 
und anschließender Aktivierung von Caspase 8 Apoptose induziert [77]. Der Fas-Rezeptor 
und Fas-Ligand sind bedeutsam für die Homöostase des Immunsystems und für die Erhaltung 
der  peripheren  Immuntoleranz  [72].  Fas-R  rekrutiert  nach  seiner  Aktivierung  und 
Trimerisierung das Adaptorprotein FADD und Pro-Caspase 8 zur Formation des DISC (siehe 
Abb.  1-5).  Im  Gegensatz  zum  TNF-R  koppelt  Fas-R  allerdings  nicht  an  den  NF-kB-
Signalweg [66].   4. Ergebnisse 
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In der Western Blot Analyse zeigte sich unter Hungerbedingungen in kontroll-transfizierten 
und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen eine Bande bei der erwarteten Größe von 
etwa 55kDa, die auf eine gleichmäßige Expression von TNF-R1 in den einzelnen Zelllinien 
hindeutet (Abb. 4-29A). Unter Kulturbedingungen trat in der Western Blot Analyse neben der 
Bande  bei  etwa  55kDa  noch  eine  Bande  bei  etwa  60kDa  auf,  die  in  allen  Zelllinien 
vergleichbar stark ausgeprägt ist. Hierbei handelt es sich nicht um eine Kreuzreaktivität des 
Antikörpers  mit  TNF-R2,  da  dieser  eine  Bande  von  etwa  75kDa  ergeben  sollte  [77]. 
Möglicherweise handelt es sich um Modifikationen am TNF-R1 oder um die Expression einer 
zusätzlichen Splice-Variante des TNF-R1. Bei Betrachtung der Gesamtexpression des Fas-R 
zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-














































































































































































































































































































































































































































































































































































$EE:HVWHUQ %ORW $QDO\VH GHU ([SUHVVLRQ GHV 71) XQG GHV )DV5H]HSWRU LQ 1&, + =HOOHQ
Kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zelllinien  wurden  sowohl  in 
Hunger- als auch Vollmedium für 16h kultiviert und anschließend Zelllysate erstellt. Mit spezifischen 
Antikörpern wurde in der Western Blot Analyse die Gesamtexpression des TNF-R1 (55kDa) (A) und 
des  Fas-R  untersucht.  Der  Nachweis  gebundener  Sekundärantikörper  erfolgte  mittels 
Chemolumineszens, wobei sich keine Expressionsunterschiede zwischen kontroll-transfizierten und 
CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien  ergaben.  Das  Auftreten  einer  zweiten  Bande  bei  der 
Detektion  des  TNF-Rezeptors  unter  Vollmediumbedingungen  deutet  möglicherweise  auf  eine 
Modifikation des TNF-R1 hin.  
 
 
Die Aktivierung von Caspase 8 nach Zugabe von TNFa bzw. Fas-L trat verstärkt in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen auf. Insbesondere bei Behandlung der Zellen mit 10ng/ml 
TNFa  zeigten  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460  Zellen  nach  16h  eine  deutliche 
Aktivierung  von  Caspase  8,  die  in  Kontrollzellen  nicht  zu  beobachten  war  (Daten  nicht 
gezeigt). Dagegen ergaben sich keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen bei Betrachtung der Phosphorylierung und Degradation von   4. Ergebnisse 
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IkB als Maß der Aktivierung von NF-kB. In beiden Zelllinien war bereits 5min nach Zugabe 
von TNFa  eine starke Phosphorylierung  und Degradation von IkB zu beobachten  (Daten 
nicht gezeigt). Auch bei der weiteren Analyse der Todesrezeptor-Signalwege zeigten sich 
zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien nach 
Behandlung der Zellen mit Fas-L bzw. TNFa keine Unterschiede im Expressionsprofil der 
Adaptermoleküle TRADD, FADD und RIP sowie der Caspase 8 Inhibitoren c-FLIP a und b 
(Daten nicht gezeigt). 
Insgesamt konnten auf Expressionsebene keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten 
und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zelllinien  detektiert  werden,  die  das 
unterschiedliche Ansprechen auf TNFa und Fas-L erklären könnten.  
Die Sensitivierung CA-PKB/Akt-exprimierender Zellen gegenüber der Behandlung mit Fas-
Ligand und TNFa ließ sich außer in NCI H460 in keiner anderen Zelllinie zeigen. MCF10A 
und SK-OV-3 Zelllinien wiesen keine Sensitivität gegenüber den beiden pro-apoptotischen 
Zytokinen auf. Beide Zelllinien exprimieren kein intaktes p53-Protein. Laut Literatur ist die 
Expression  von  Wildtyp  p53  aber  Voraussetzung  für  Fas-Ligand-  bzw.  TNFa-induzierte 
Apoptose [99]. A-549 Zellen, deren p53-Status Wildtyp ist, zeigten sich sensitiv gegenüber 
Behandlung mit TNFa und Fas-L. Allerdings ließ sich keine definitive Aussage über die 
Modifikation der Sensitivität gegenüber diesen apoptotischen Stimuli durch die Expression 
von  CA-PKB/Akt  treffen,  da  die  klonale  Varianz  zu  groß  war.  Eine  pro-apoptotische 
Funktion von PKB/Akt konnte also nur für NCI H460 Zellen gezeigt werden. Bemerkenswert 
ist jedoch, dass sich in NCI  H460  Zellen  eine deutliche Sensitivierung gegenüber beiden 
Zytokinen  und  nicht  nur  gegenüber  Fas-L  oder  TNFa  detektieren  ließ  und  dass  diese 
Ergebnisse in 5 unabhängigen Experimenten bestätigt werden konnten.  
Genauere  Hinweise  auf  den  molekularen  Ursprung  der  Sensitivierung  von  CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen gegenüber den beiden apoptotischen Zytokinen könnten 
sich  möglicherweise bei der  Analyse eventuell vorhandener  Modifikationen  verschiedener 
Adaptermoleküle  oder  der  Oberflächenexpression  der  Todesrezeptoren  ergeben.  Auch  die 
eingehendere  Betrachtung  der  potentiellen  Modifikation  des  TNF-Rezeptors  würde  einen 
weiteren Ansatzpunkt bieten. Ebenso könnten Versuche mit anderen Zytokinen wie beispiels-
weise TRAIL tiefergreifende Erkenntnisse bringen. Darüber hinaus müssten weitere Wildtyp 
p53-exprimierende Zelllinien mit CA-PKB/Akt transfiziert und analysiert werden, um eine 
Aussage treffen zu können, ob es sich um eine allgemein gültige Beobachtung oder ein NCI 
H460 charakteristisches Phänomen handelt.    5. Diskussion 





Der erste Teil dieser Promotionsarbeit befasste sich mit der Etablierung eines Testsystems, 
mit Hilfe dessen Substanzen detektiert werden können, die selektiv die Interaktion von Ras 
und Raf, zweier Schlüsselproteine der mitogenen Signalkaskade, inhibieren. In einer Vielzahl 
maligner  Transformationen  spielt  die  Deregulation  dieser  Signalkaskade  eine  bedeutende 
Rolle.  Daher  besteht  in  der  pharmazeutischen  Forschung  ein  großes  Interesse  daran, 
spezifische  Inhibitoren  zu  finden,  die  in  der  Lage  sind,  solche  proliferative  Signale  zu 
unterbinden und möglicherweise Ras-vermittelte Malignität einzudämmen.  
Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurden bislang eine Reihe verschiedener 
Methoden wie zum Beispiel das Yeast two-hybrid System entwickelt. Ein solches zelluläres 
Detektionssystem weist bei seiner Verwendung als Testsystem zur Wirkstofffindung einige 
Nachteile auf: Die zu testende Substanz muss zum einen durch die Zellmembran der Hefe 
diffundieren. Des Weiteren können Substanzen, die Apoptose induzieren bzw. die Zellteilung 
inhibieren,  nicht  oder  nur  sehr  schlecht  untersucht  werden.  Schließlich  finden  in  diesem 
Hefesystem  alle  Protein-Protein-Interaktionen  im  Kern  statt,  weswegen  beispielsweise 
Interaktionen transmembraner Proteine nur sehr eingeschränkt untersucht werden können.  
Eine neue Methode zur direkten Detektion von Protein-Protein-Interaktionen  LQYLWUR und  LQ
YLYR  wurde  mit  der  intracistronischen  b-Galaktosidase  Komplementation  entwickelt  [54]. 
Hierbei werden zwei sich nicht komplementierende Deletionsmutanten der b-Galaktosidase, 
deren  Affinität  zueinander  sehr  niedrig  ist,  mit  interagierenden  Proteinpaaren  fusioniert. 
Durch  die  Interaktion  des  Proteinpaares  kommt  es  zur  Ausbildung  eines  aktiven 
Enzymkomplexes, dessen Aktivität sich über die Umwandlung eines fluorogenen Substrats 
nachweisen lässt [62-64]. Da die Handhabung dieses Testsystems relativ einfach ist, besteht 
die  Möglichkeit  einer  Hochdurchsatzanalyse  von  Substanzbänken  zur  Auffindung 
spezifischer  Inhibitoren  von  Protein-Protein-Interaktionen  [54].  Aufgrund  seiner  Vorzüge 
gegenüber anderen Systemen zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen wurde die b-
Galaktosidase Komplementation zur Etablierung eines  LQ YLWUR Testsystems zur Auffindung 
von Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion ausgewählt. 
Bei Expression von Wildtyp b-Galactosidase sowie der Deletionsmutanten Da, Dw und Dm in 
rekombinanten 3LFKLD3DVWRULV Stämmen zeigte sich, dass trotz Optimierung der Aufschluss-   5. Diskussion 
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und  Selektionsbedingungen  LQ YLWUR  nur  eine  sehr  geringe  Enzymaktivität  bzw.  keine 
Komplementation  potentiell  interagierender  Deletionsmutanten  detektiert  werden  konnte. 
Dies war wahrscheinlich auf die relativ geringe Expressionsrate der rekombinanten  3LFKLD
3DVWRULV  Stämme  zurückzuführen.  Möglicherweise  verhinderten  zudem  endogene  3LFKLD
3DVWRULV Proteine  aus  dem  Zellaufschluss  die  LQ YLWUR-Komplementation  der  Deletions-
mutanten.  
Bei bakterieller Expression von Wildtyp b-Galactosidase, der Deletionsmutanten Da, Dw und 
Dm  sowie  der  Ras-/Raf-  bzw.  Activin-1B-R-/FKBP12-Fusionsproteine  wurden  im  Stamm  
E.  FROL  ER2507,  der  weder  endogene  b-Galactosidase  noch  deren  Deletionsmutanten 
exprimiert,  höhere  Expressionsraten  erzielt.  Im  Enzymaktivitätstest  ließ  sich  ein  deutlich 
höheres  Messsignal  mit  Wildtyp  b-Galactosidase  im  Vergleich  zur  Expression  in  3LFKLD
3DVWRULV  detektieren,  wobei  sich  die  Aktivität  der  Wildtyp  b-Galactosidase  über  mehrere 
Verdünnungsstufen linear verhielt. In Komplementationsversuchen konnte jedoch wiederum 
keine  LQ YLWUR-Komplementation von Da mit Dw bzw. Dm und von Dw mit Dm beobachtet 
werden.  Mögliche  Gründe  hierfür  könnten  sein,  dass  die  Deletionsmutanten  und 
Fusionsproteine  aufgrund  sterischer  Restriktionen  nicht  funktionell  exprimiert  wurden, 
endogene  bakterielle  Proteine  die  Interaktion  der  Komplementationspartner  in  Zelllysaten 
verhinderten oder die Interaktion LQYLWUR unter den hier gewählten Versuchsbedingungen zu 
schwach war, um b-Galactosidase-Aktivität zu detektieren.  
Die Funktionalität aller Deletionsmutanten und Fusionsproteine innerhalb der Bakterienzellen 
konnte in verschiedenen Experimenten nachgewiesen werden. So zeigte sich, dass alle Dw-
Deletionsmutanten und Dw-Fusionsproteine im Stamm E. FROL XL1-Blue, der eine endogene 
Da-Deletionsmutante exprimiert, zu einem funktionalen b-Galactosidase-Komplex komple-
mentiert werden konnten und somit funktionell exprimiert wurden. In Doppeltransformations-
experimenten verschiedener sich komplementierender Proteinpaare ließ sich ebenfalls eine  
LQ YLYR-Komplementation  nachweisen,  wodurch  die  funktionelle  Expression  der  einzelnen 
Deletionsmutanten und der Fusionsproteine dokumentiert werden konnte. Desweiteren ließ 
sich mit Hilfe der Substanz FK506, einem selektiven Inhibitor der Activin-1B-R/FKBP12-
Interaktion, die Spezifität der Interaktion der Komplementationspartner Da-Activin-1B-R und 
Dw-FKBP12 LQYLYR darlegen. Hierbei war jedoch auffällig, dass die Inhibition der Interaktion 
von Activin-1B-R und FKBP12durch FK506 ausschließlich beobachtet werden konnte, wenn 
FK506  bereits  zu  Versuchsbeginn  zeitgleich  mit  der  Induktion  der  Expression  von  Da-
Activin-1B-R und  Dw-FKBP12 und nicht  zu einem späteren Zeitpunkt zugegeben  wurde.   5. Diskussion 
  121 
Dies  erklärt  sich  wahrscheinlich  durch  die  Ausbildung  stabiler  Fusionsprotein-Oligomere, 
deren Interaktion durch die nachträgliche Zugabe des Inhibitors nicht mehr zu verhindern war. 
Um auszuschließen, dass endogene bakterielle Proteine, die nach dem Zellaufschluss im Lysat 
vorliegen, die  LQ YLWUR-Komplementation der Deletionsmutanten verhindern können, wurden 
sowohl Wildtyp b-Galactosidase und als auch die Fusionsproteine Da-Activin-1B-R und Dw-
FKBP12  unter  nativen  Bedingungen  aufgereinigt  und  anschließend  im  Aktivitätstest  auf  
b-Galactosidase-Aktivität  untersucht.  Wiederum  ließ  sich  jedoch  keine  LQ YLWUR-Komple-
mentation detektieren. In nachfolgenden Experimenten mit aufgereinigten Da-Activin-1B-R- 
und  Dw-FKBP12-Fusionsproteinen  konnte  mittels  Co-Immunpräzipitation  nachgewiesen 
werden, dass die beiden Proteine unter den gegebenen LQYLWUR Versuchsbedingungen nur sehr 
schwach  miteinander  interagierten  und  sich  daher  kein  aktiver  Enzymkomplex  aus  beiden 
Fusionsproteinen bildete.  
Eine erfolgreiche Komplementation von Deletionsmutanten und Fusionsproteinen zeigte sich 
also nur in intakten E. FROL Zellen, nicht aber LQYLWUR. Das Testsystem wurde daraufhin nicht 
weiterentwickelt, da ein zelluläres, E.  FROL basiertes Testsystem ähnliche Nachteile aufweist, 
wie  sie  sich  im  Yeast  two-hybrid  System  zeigen.  Ein  potentieller  Inhibitor  der  Ras-Raf-
Interaktion müsste bei dem hier entwickelten Testsystem vor Induktion der Proteinexpression 
zugegeben werden, da es sonst zur Ausbildung zellulärer Proteinkomplexe in E. FROL kommen 
könnte, die durch nachträgliche Zugabe einer potentiell inhibitorischen Substanz nicht mehr 
aufgelöst werden könnten. Die daraus resultierende lange Inkubationszeit von E. FROL mit den 
zu untersuchenden, potentiell anti-proliferativen Substanzen könnte möglicherweise die Zell-
proliferation  oder  die  induzierte  Proteinexpression  beeinflussen  und  somit  ein  eindeutiges 
Messergebnis verhindern. Zellfreie Bedingungen wären also bei der Wirkstoffsuche nach anti-
proliferativ wirksamen Substanzen gegenüber einem zellulären System deutlich bevorzugt. 
Das Haupthindernis bei der Etablierung eines reinen  LQYLWUR Testsystems mit rekombinanten 
Proteinen  lag  in  der  sehr  schwachen  Interaktion  der  Komplementationspartner.  Diese  ist 
möglicherweise darauf zurückzuführen, dass die optimale dreidimensionale Struktur sowohl 
der Deletionsmutanten als auch der Fusionsproteine bei Expression in E.  FROL nicht erreicht 
wurde. Zum anderen wäre es denkbar, dass sich die Konformation von Ras und/oder Raf bzw. 
Activin-1B-R und/oder FKBP12 durch die Fusion mit den b-Galactosidase Deletionsmutanten 
so stark verändert hat, dass die Affinitäten der Interaktionspartner zueinanderLQYLWUR nur noch 
sehr  gering  sind.  Eine  Interaktion  der  Komplementationspartner  kann  somit  nur  unter  den 
innerhalb der prokaryontischen Zellen gegebenen Bedingungen mit hoher Proteinexpression 
und eventuell unter Mithilfe zellulärer Proteine erfolgen.    5. Diskussion 
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Insgesamt  zeigte  sich,  dass  Protein-Protein-Interaktionssysteme  wie  die  intracistronische  
b-Galactosidase Komplementation für jedes Proteinpaar neu etabliert und evaluiert werden 
müssen  und  nicht  generalisiert  betrachtet  werden  dürfen.  Dies  hat  zur  Folge,  dass  sich 
Aussagen über die Funktionalität und Anwendbarkeit eines solchen Testsystems erst nach 




Der  zweite  Teil  dieser  Promotionsarbeit  umfasste  die  Entwicklung  und  Charakterisierung 
zellulärer  Systeme  zur  Validierung  von  PKB/Akt  als  Zielstruktur  für  die  Entwicklung 
neuartiger anti-tumoraler Strategien. PKB/Akt wird in der Literatur als zentraler Mediator von 
zellulären  Überlebenssignalen  beschrieben,  der  in  verschiedenen  Tumoren  konstitutiv 
aktiviert oder überexprimiert vorliegt und dessen Aktivität möglicherweise Chemoresistenz 
vermittelt [19, 110-115]. Durch die Etablierung eines geeigneten zellulären Modells wurde 
die Bedeutung von PKB/Akt bei der Verhinderung des Auftretens von Anoikis herausgestellt. 
Darüber hinaus konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen konstitutiver Aktivierung von 
PKB/Akt und der Vermittlung von Chemoresistenz gezeigt sowie molekulare Mechanismen 
dieser PKB/Akt-vermittelten Chemoresistenz aufgeklärt werden. 
 
5.2.1. Charakterisierung genetisch veränderter Zelllinien, die konstitutiv aktives 
PKB/Akt exprimieren 
Bei der Etablierung eines Modellsystems zur Untersuchung der Rolle von PKB/Akt bei der 
Modulation von Anoikis und der Chemosensitivität von Tumorzellen gegenüber Standard-
Chemotherapeutika wurde zunächst ein Derivat von PKB/Akt1 generiert, das unabhängig von 
der Stimulation durch Wachstumsfaktoren eine konstitutiv aktive Kinaseaktivität aufweist. 
Die  Membranassoziation  zur  Aktivierung  dieses  Derivats  erfolgt  nach  Deletion  der  PH-
Domäne (Aminosäuren 1-106) über eine C-terminale Farnesylierung und einen polybasischen 
Schwanz,  der  durch  Wechselwirkung  mit  polaren  Kopfgruppen  der  membranständigen 
Phospholipide für die energetischen Voraussetzungen der Einlagerung des Farnesylrests in die 
Membran sorgt [163]. Andere in der Literatur beschriebene konstitutiv aktive Derivate von 
PKB/Akt  wurden  bislang  durch  irreversible  Myrestylierung  dauerhaft  mit  der  Membran 
assoziiert [162]. Dagegen ist dieses neuartige Konstrukt in der Lage, nach seiner Aktivierung 
an der Membran und der Abspaltung des Farnesylrests durch Farnesylesterasen ins Zytosol zu 
dislozieren und so besser zu seinen zellulären Zielproteinen zu gelangen.   5. Diskussion 
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Die Funktionalität und konstitutive Aktivierung des CA-PKB/Akt-Derivats zeigte sich bei der 
Untersuchung des Phosphorylierungsstatus sowie der Kinaseaktivität von ektopischem CA-
PKB/Akt in verschiedenen transfizierten Zelllinien. PKB/Akt wird durch Phosphorylierung an 
den Resten Thr
308 und Ser
473 aktiviert. Ektopische PKB/Akt-Kinase war in selektierten CA-
PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen der immortalisierten Brustdrüsen-Epithelzelllinie 
MCF10A,  der  Ovaradenokarzinom-Zelllinie  SK-OV-3  sowie  der  beiden  Lungenkarzinom-
Zelllinien A-549 und NCI H460 unabhängig von den Serumbedingungen gleichmäßig an den 
Resten  Thr
308  und  Ser
473  phosphoryliert.  Die  Phosphorylierung  von  endogenem  PKB/Akt 
hingegen erfolgte in Abhängigkeit von den Kulturbedingungen, wobei nur nach Stimulation 
mit Serum und Wachstumsfaktoren eine vollständige Phosphorylierung  erreicht  wurde. In 
Kinaseaktivitätstests  mit  immunopräzipitiertem  endogenem  sowie  ektoptischem  PKB/Akt 
bestätigte sich, dass Phosphorylierung von  PKB/Akt an den Resten Thr
308 und Ser
473 mit 
erhöhter  Kinaseaktivität  korreliert.  Durch  Stimulation  der  Zellen  mit  Serum  und  einem 
Wachstumsfaktorcocktail  aus  PDFG,  EGF  und  Insulin  ließ  sich  die  Kinaseaktivität  von 
endogenem  PKB/Akt  jeweils  steigern,  da  durch  die  Initiation  verschiedener  Wachstums-
faktorrezeptor-Signalwege PI3-Kinase und somit auch PKB/Akt aktiviert wird [115]. Bei der 
Immunpräzipitation  von ektopischem CA-PKB/Akt  aus SK-OV-3, A-549 und  NCI  H460-
Einzelzellklonen zeigten sich im stimulierten und unstimulierten Zustand keine Unterschiede 
hinsichtlich der Kinaseaktivität. Besonders wichtig für die nachfolgenden Versuche war die 
Beobachtung, dass die basale Kinaseaktivität von endogenem PKB/Akt unter Niedrigserum-
bedingungen in A-549 sowie NCI H460 Zellen relativ gering ausfiel, während sie in SK-OV-
3 Zellen bereits sehr groß war. Insgesamt lieferten diese Versuche deutliche Hinweise auf 
konstitutive  Aktivierung  des  farnesylierten  CA-PKB/Akt-Derivats,  das  aufgrund  seiner 
bereits beschriebenen Vorteile eine sehr gute Alternative zu herkömmlichen myristylierten 
CA-PKB/Akt-Konstrukten darstellt.  
Bei  der  Bestimmung  der  Proliferationsrate  von  Einzelzellklonen  aller  vier  untersuchten 
Zelllinien fiel auf, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Zelllinien deutlich langsamer wuchsen 
als  die  entsprechende  Kontrollzelllinie.  Daher  wurden  die  einzelnen  Zelllinien  auf  die 
Expression der beiden Zellzyklus-Inhibitoren p21
waf1 und p27
kip1 untersucht. p21
waf1 wurde als 
p53-abhängiges Genprodukt nach dem Auftreten von DNA-Schäden entdeckt, kann darüber 
hinaus  aber  auch  unabhängig  von  p53  induziert  werden  und  G1-  sowie  G2-Arrest  des 
Zellzyklus vermitteln [193]. Die Phosphorylierung von Cdc2 an Thr
161 durch p21
waf1 führt zu 
dauerhaftem G2-Arrest nach DNA-Schädigung und zur Verhinderung des Eintritts in die M-
Phase  [188].  Die  erhöhte  Expression  von  p21
waf1  vermittelt  Chemoresistenz  gegenüber   5. Diskussion 
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Zellzyklus-abhängigen  Substanzen,  insbesondere  M-Phase  wirksamen  Chemotherapeutika 
wie  Taxol  oder  Doxorubicin  [187,  193].  Kürzlich  konnte  gezeigt  werden,  dass  p21
waf1-
defiziente Mäuse ein vermehrtes Auftreten von Spontantumoren zeigten, was die Bedeutung 
von  p21
waf1  für  die  Vermittlung  von  p53-abhängigem  Zellzyklusarrest  und  der  Tumor-
suppression unterstreicht [189]. p27
 kip1 vermittelt G1-Zellzyklusarrest durch direkte Inhibition 
von Cyklin E-CDK2 [191]. Viele anti-proliferative Signale wie Wachstumsfaktorentzug, Zell-
Zell-Kontakt  oder  cAMP  führen  zu  einer  zellulären  Akkumulation  von  p27
kip1  und  durch 
Bindung von p27
kip1 in der katalytischen Domäne von CDK2 zum G1-Arrest [191, 192]. Der 
Forkhead-Transkriptionsfaktor  AFX  reguliert  die  Transkription  von  p27
kip1  und  integriert 
dabei mitogene sowie PKB/Akt-vermittelte Signale [190]. Die Bedeutung von p27
kip1 für die 
Regulation von zellulärem Wachstum und der Tumorsuppression zeigt sich auch darin, dass 
p27
kip1-defiziente  Mäuse  Gigantismus  und  ein  verstärktes  Auftreten  von  Spontantumoren 
aufweisen [191].  
Hinsichtlich der Expression der beiden CDK-Inhibitoren ergab sich für die verschiedenen 
Zelllinien kein einheitliches Bild: SK-OV-3-Zelllinien zeigten weder Expression von p21
waf1 
noch  von  p27
kip1,  CA-PKB/Akt-exprimierende  A-549-Zellen  wiesen  im  Vergleich  zu 
Kontrollzellen eine leicht erhöhte Expression beider Zellzyklus-Inhibitoren auf, während CA-
PKB/Akt-exprimierende  MCF10A-Zellen  größere  Mengen  p27
kip1  als  kontroll-transfizierte 
MCF10A-Zellen exprimierten. Der deutlichste Unterschied ergab sich bei Betrachtung der 
p21
waf1-Expression in NCI H460-Zelllinien. Dabei konnte in CA-PKB/Akt-exprimierenden 
Zellen sowohl eine erhöhte Proteinmenge als auch das Auftreten einer Doppelbande detektiert 
werden, was auf eine Phosphorylierung von p21
waf1 schließen lässt.  
Diese PKB/Akt-vermittelte Phosphorylierung von p21
waf1 an Thr
145 konnte kürzlich auch in 
HER2-überexprimierenden Zellen gezeigt werden [109, 179]. Phosphoryliertes p21
waf1 wird 
zytosolisch  reteniert  und  bindet  an  ASK1,  wodurch  das  Auftreten  von  ASK1-abhängiger 
Apoptose verhindert wird. Phospho-p21
waf1 kann somit allerdings nicht mehr als Zellzyklus-
inhibitor wirken [179]. Auch p27
kip1 kann durch PKB/Akt phosphoryliert und auf diese Weise 
zytosolisch  zurückgehalten  werden.  Phospho-p27
kip1  ist  nun  ebenfalls  in  der  Lage,  das 
Auftreten von Apoptose zu verhindern, besitzt aber keine Zellzyklus-arretierende Wirkung 
mehr [109]. Die hier gefundenen Unterschiede im Expressionsmuster von p21
waf und p27
kip1 
deuten auf  verstärkte  Phosphorylierung  der  beiden  Zellzyklusinhibitoren  in  CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen hin. Da weder phospho-p21
waf1 noch phospho-p27
kip1 in der Lage sind, 
Zellzyklusarrest  zu  vermitteln,  scheint  es  wahrscheinlich,  dass  neben  p21
waf  und  p27
kip1 
weitere Faktoren für das verlangsamte Wachstum der CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen   5. Diskussion 
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im Vergleich zu Kontrollzellen verantwortlich sind. Hierbei könnten beispielsweise weitere 
Modifikationen  eine  Rolle  spielen,  die  die  Proteinstabilität  verschiedener  Cykline,  Cylin-
abhängiger Proteinkinasen (CDK) oder CDK-Inhibitoren wie p16
INK4a beeinflussen.  
 
5.2.2. PKB/Akt - ein zentraler Mediator bei der Verhinderung von Anoikis 
Nicht-transformierte Zellen unterlaufen in Zellkultur normalerweise Apoptose, wenn sie die 
Anhaftung an extrazelluläre Matrix verlieren, ein Vorgang, der als Anoikis bezeichnet wird 
[167]. Der PI3-Kinase-Signalweg wird bei Anhaftung von membranständigen Integrinen an 
extrazelluläre  Matrix  aktiviert  und  stellt  dabei  einen  zentralen  Mediator  von  Überlebens-
signalen dar [168]. Dies konnte bei der Untersuchung von kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Einzelzellklonen  der  immortalisierten  aber  nicht  transformierten 
Brustephithel-Zelllinie  MCF10A  bestätigt  werden.  Während  Kontrollzellen  unter  Niedrig-
serumbedingungen  und  Verlust  der  Matrixanhaftung  Anoikis  unterliefen,  konnten  CA-
PKB/Akt-exprimierende  Einzelzellklone  unbeeinflusst  proliferieren.  Durch  Zugabe  von 
Wachstumsfaktoren  und  einhergehender  Aktivierung  des  PI3-Kinase-Signalwegs  ließ  sich 
auch  in  kontroll-transfizierten  MCF10A-Zellen  das  Auftreten  von  Anoikis  verhindern. 
Konstitutive Aktivierung von PKB/Akt bzw. die Initiation des PI3-Kinase-Signalwegs stellen 
also  wichtige  Mechanismen  zur  Verhinderung  von  Anoikis  dar.  Dem  Todesrezeptor-
Signalweg  scheint  beim  Auftreten  von  Anoikis  und  der  nachfolgenden  Aktivierung  von 
Caspasen  eine  wichtige  Rolle  zuzukommen,  so  dass  die  Überexpression  von  Inhibitoren 
dieser  Signalwege  wie  z.B.  c-FLIP  oder  cIAP  einen  möglichen  Anoikis-Resistenz-
mechanismus  darstellt  [167,  194].  PKB/Akt  kann  nach  Aktivierung  des  Todesrezeptor-
Signalwegs  durch  Caspase  3  an  Asp
108  und  Asp
119  proteolytisch  gespalten  und  somit 
inaktiviert werden, was die zentrale Rolle von PKB/Akt bei der Verhinderung von Anoikis 
unterstreicht [196]. 
Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um aus ihrer normalen Umgebung 
zu desintegrieren und in andere Gewebe einzuwandern ohne Anoikis zu unterlaufen. Hierbei 
kommt  insbesondere  den  Signalmolekülen  „Integrin-linked  Kinase“  (ILK)  und  „Focal 
Adhesion  Kinase“  (FAK)  sowie  dem  Adaptermolekül  Shc  eine  besondere  Bedeutung  zu 
[167].  ILK  interagiert  mit  membranständigen  Integrinen  und  wird  dabei  durch  die  Zell-
Matrix-Adhäsion aktiviert. Möglicherweise trägt ILK über die Phosphorylierung von PKB/ 
Akt an Ser
473 zudem zu zellulärem Überleben bei. Auch Shc, dessen Wechselwirkung mit 
Integrinen noch nicht im Detail aufgeklärt ist, kann durch Bindung von gab2 und grb2 PI3-
Kinase und somit PKB/Akt aktivieren [167]. Darüber hinaus ist die Tyrosinkinase FAK in   5. Diskussion 
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den  Fokalkontakten  an  der  Weiterleitung  von  Signalen  der  Integrine  und  von  weiteren 
Adhäsionsrezeptoren  beteiligt  [180].  Tyrosin-phosphoryliertes  FAK  aktiviert  durch 
Interaktion mit Proteinen wie beispielsweise Src, Shc, Grb2 oder PI3-Kinase verschiedene 
Signalwege  [195].  Eine  übermäßige  Aktivierung  von  Shc-,  ILK-  oder  FAK-abhängigen 
Signalwegen kann also zur Verhinderung von Anoikis beitragen.  
Um  die  Rolle  von  FAK  bei  der  Modulation  von  Anoikis  näher  zu  beleuchten,  wurden 
kontroll-transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  Zellen  unter  verschiedenen  Kultur-
bedingungen auf FAK-Aktivierung untersucht. Unter Kulturbedingungen ließ sich sowohl in 
kontroll-transfizierten als auch CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen ein stärkerer Phospho-
rylierungsgrad und damit einhergehend eine stärkere Kinaseaktivität von FAK detektieren, 
wenn Zellen adhärieren konnten verglichen mit Zellen, die nicht an der Matrix anhafteten. Die 
bei  der  Anlagerung  der  Integrine  an  Matrix-Komponenten  und  der  anschließenden 
Ausbildung von Integrin-Clustern ausgehenden Signale scheinen u.a. über FAK weitergeleitet 
zu werden, weswegen FAK bei nicht-Anhaftung der Zellen auch schwächer aktiviert ist [195]. 
Unter  Niedrigserumbedingungen  konnte  ein  gegenteiliges  Phänomen  beobachtet  werden. 
Zum einen war die Phosphorylierung und somit auch die Kinaseaktivität von FAK generell 
niedriger  als unter Kulturbedingungen, zum anderen  war FAK in  Zellen, die unter nicht-
anhaftenden Bedingungen kultiviert wurden, stärker aktiviert als in adhärierten Zellen. Dies 
lässt sich dadurch erklären, dass FAK nicht nur über Integrin-vermittelte Signale, sondern 
auch durch eine Reihe weiterer Stimuli aktiviert wird. So vermitteln beispielsweise einige G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, weitere Oberflächenrezeptoren sowie bestimmte Stresssignale 
ebenfalls  die  Phosphorylierung  von  FAK  [195].  Die  Kinaseaktivität  von  FAK  war  unter 
Niedrigserumbedingungen  in  Kontrollzellen  niedriger  als  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden 
Zellen, was wahrscheinlich auf das Auftreten von Anoikis in Kontrollzellen zurückzuführen 
ist, während CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A Zellen auch unter diesen Bedingungen 
überleben konnten.  
Die im Rahmen dieser Arbeit generierten experimentellen Daten sowie die Tatsache, dass 
verschiedene Tumorzelllinien durch Verringerung der Expression von PKB/Akt1 nicht mehr 
in  der  Lage  sind,  nach  Verlust  der  Matrixanhaftung  zu  proliferieren  und  Apoptose  zu 
unterlaufen  [197],  unterstreichen  die  Bedeutung  von  PKB/Akt  in  der  Verhinderung  des 
Auftretens von Anoikis. FAK  bildet einen integralen Bestandteil des Integrin-Signalwegs, 
kann  aber  auch  durch  weitere  Faktoren  aktiviert  werden.  In  MCF10A  Zellen  geht  die 
Aktivierung von FAK unter Kulturbedingungen mit der Zelladhäsion einher, während unter 
Niedrigserumbedingungen  zusätzliche  Faktoren  für  die  Aktivierung  von  FAK  bedeutsam   5. Diskussion 
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sind. Insgesamt konnte PKB/Akt als ein wichtiger Mediator von Signalen zur Verhinderung 
von Anoikis identifiziert werden. Zur Aufklärung der genauen Bedeutung von FAK bei der 
Aktivierung verschiedener Signalwege nach Verlust der Matrixanhaftung bedarf es weiterer 
eingehenderer Untersuchungen.  
 
5.2.3. PKB/Akt vermittelt Chemoresistenz LQYLWUR und LQYLYR 
Neben der Verhinderung von Anoikis und der Verminderung apoptotischer Signale wird eine 
Beteiligung von PKB/Akt bei der Vermittlung von Chemoresistenz diskutiert. So zeigten sich 
ovariale Tumorzellen, die konstitutiv aktives PKB/Akt exprimierten oder eine Amplifikation 
des Akt2-Gens aufwiesen, gegenüber der Behandlung mit Paclitaxel deutlich weniger sensitiv 
als  Tumorzellen,  die  eine  niedrige  PKB/Akt  Expression  besaßen  [114].  Auch  in 
verschiedenen Lungenkarzinomzelllinien konnte eine konstitutive Aktivierung von PKB/Akt 
detektiert werden, die zu einem verminderten zellulären Ansprechen auf Chemotherapeutika 
und Bestrahlung führte [18]. Zur Untersuchung, ob die im Rahmen dieser Promotionsarbeit 
generierten  Zelllinien  ebenfalls  verstärkte  Chemoresistenz  aufwiesen,  wurden  kontroll-
transfizierte  und  CA-PKB/Akt-exprimierende  SK-OV-3,  MCF10A,  A-549  und  NCI  H460 
Zelllinien auf ihre Sensitivität gegenüber verschiedenen Zellzyklus-abhängigen (Taxol, 5-FU) 
bzw.  Zellzyklus-unabhängigen  Chemotherapeutika  (Mitoxantron,  Cis  Platin,  Doxorubicin) 
untersucht. Zellzyklus-abhängige Zytostatika wirken ausschließlich, wenn Zellen sich teilen 
und den Zellzyklus durchlaufen: Der Antimetabolit 5-FU wirkt in der S-Phase und hemmt die 
DNA- sowie die RNA-Synthese, während Zellen nach Behandlung mit Taxol nicht in der 
Lage  sind,  die  Mitose  vollständig  zu  durchlaufen.  Zellzyklus-unabhängige  Chemothera-
peutika hingegen können ihre Wirkung ohne das Durchlaufen des Zellzyklus entfalten. Ihre 
Wirkung ist daher unabhängig von der Proliferation der Zellen [15].  
Eine  sehr  starke  PKB/Akt-vermittelte  Chemoresistenz  zeigte  sich  in  den  beiden  Lungen-
karzinomzelllinien A-549 und NCI H460, wobei die deutlichsten Effekte bei der Behandlung 
mit  Zellzyklus-unabhängigen  Chemotherapeutika  zu  beobachten  waren.  CA-PKB/Akt-
exprimierende  MCF10A  Zellen  wiesen  im  Vergleich  zur  Kontrollzelllinie  eine  schwache 
Desensitivierung gegenüber den getesteten Chemotherapeutika auf, während sich in SK-OV-3 
Zelllinien  keine  Unterschiede  in  der  Sensitivität  gegenüber  den  getesteten  Zytostatika 
detektieren ließen. Letztere Beobachtung lässt sich dadurch erklären, dass SK-OV-3 Zellen 
bereits  unter  Niedrigserumbedingungen  eine  sehr  hohe  endogene  PKB/Akt-Kinaseaktivität 
aufwiesen, so dass sich durch zusätzliche Expression von ektopischem CA-PKB/Akt keine 
weitergehenden Effekte erzielen ließen. Konstitutive Aktivierung von PKB/Akt führt also LQ  5. Diskussion 
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YLWUR zu einer Desensitivierung der Zelllinien MCF10A, A-549 sowie NCI H460 insbesondere 
gegenüber Zellzyklus-unabhängigen Chemotherapeutika.  
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte darüber hinaus erstmalig gezeigt werden, dass 
PKB/Akt auch LQYLYR eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von Chemoresistenz spielt. 
In einem Xenograft Modell in Nacktmäusen mit humanen CA-PKB/Akt-exprimierenden bzw. 
kontroll-transfizierten NCI H460 Zelllinien zeigte sich eine deutliche PKB/Akt-vermittelte 
Desensitivierung  gegenüber  verschiedenen  Zytostatika.  Im  Gegensatz  zu  den  LQ YLWUR-
Experimenten,  bei  denen  sich  eine  PKB/Akt-vermittelte  Chemoresistenz  insbesondere  bei 
Behandlung der Zellen mit Zellzyklus-unabhängigen Substanzen beobachten ließ, wiesen CA-
PKB/Akt-exprimierende  Tumore  im  Vergleich  zu  Kontrolltumoren  eine  Desensitivierung 
sowohl  gegenüber  Zellzyklus-abhängigen  (Taxol,  5-FU)  als  auch  gegenüber  Zellzyklus-
unabhängigen Chemotherapeutika (Cis Platin, Doxorubicin, Cyclophosphamid) auf.  
CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore zeigten im Vergleich zu Kontrolltumoren entgegen den 
Ergebnissen  in  den  LQ YLWUR-Experimenten  keine  Desensitivierung  gegenüber  Mitoxantron. 
Wie schon bei der weiterreichenderen PKB/Akt-vermittelten Chemoresistenz LQ YLYR, wird 
hierbei  deutlich,  dass  sich  die  Aufnahme,  die  Metabolisierung  und  die  Wirksamkeit  der 
Zytostatika im soliden Tumor und in Zellkultur stark unterscheiden können. Auffällig bei den 
LQ YLYR-Experimenten  war  darüber  hinaus,  dass  Zytostatika  behandelte  CA-PKB/Akt-
exprimierende Tumore oftmals deutlich schneller wuchsen als unbehandelte CA-PKB/Akt-
exprimierende Tumore. Es wäre denkbar, dass die PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz mög-
licherweise mit einer erhöhten Zellteilungs- und Proliferationsrate beim Auftreten zellulärer 
Stresssignale wie beispielsweise der Behandlung mit Chemotherapeutika einhergeht. 
Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse aus den LQYLWUR- und den LQYLYR-Experimenten, dass 
PKB/Akt neben seiner anti-apoptotischen Funktion und seiner Bedeutung in der Vermittlung 
von zellulären Überlebenssignalen auch ein zentraler Mediator von Chemoresistenz ist. Das 
im  Rahmen  dieser  Promotionsarbeit  etablierte  Tiermodell  stellt  zudem  ein  bedeutendes 
Instrument zur Evaluierung potentieller PKB/Akt-Inhibitoren dar. Ein potentieller Inhibitor 
von PKB/Akt sollte in der Lage sein, PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz zu durchbrechen 
und CA-PKB/Akt-exprimierende Xenografts gegenüber der Behandlung mit Zytostatika so zu 
sensitivieren, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore das gleiche Ansprechverhalten auf 
Zytostatika aufweisen wie NCI H460 Kontrolltumore.  
 
5.2.4. Mechanismen PKB/Akt-vermittelter Chemoresistenz  
Die meisten der heute in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika töten Tumorzellen über 
die Induktion von Apoptose [173]. Bei der Auslösung von Apoptose spielen verschiedene   5. Diskussion 
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Signalwege eine  Rolle: Neben der Expression bzw. Freisetzung  von  Proteinen, die direkt 
Apoptose induzieren können, wie beispielsweise der „Apoptosis inducing Factor“ (AIP) [199] 
leiten  membranständige  Rezeptoren  (sogenannte  Todesrezeptoren  wie  TNFa-  oder  Fas-
Rezeptoren), die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien vermittelt durch pro-
apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie sowie die Induktion des Tumorsuppressorproteins 
p53  nach  dem  Auftreten  von  DNA-Schäden  die  Initiation  von  Apoptose  ein  [66,  173]. 
Während AIP Apoptose unabhängig von der Aktivierung von Caspasen auslösen kann, stellt 
die Aktivierung von Caspasen einen integralen Bestandteil der anderen drei Signalwege dar 
[198]. Zytostatika-vermittelte Apoptose wird größtenteils durch Aktivierung des mitochon-
drialen Signalwegs initiiert. Caspase 8 fungiert hierbei als nachgeschaltete Effektor-Caspase 
und nicht als Initiator-Caspase [210]. In der Literatur konnte kürzlich die Bedeutung sowohl 
von Caspase 8 als auch von Caspase 9 für die Auslösung von Apoptose in NCI H460 Zellen 
gezeigt werden. Hierbei schien jedoch insbesondere der Caspase 8 und weniger der Caspase 9 
eine  apikale  Rolle  in  der  Initiation  von  Apoptose  nach  Behandlung  mit  Zytostatika 
zuzukommen. Die Aktivierung von Caspase 8 erfolgte dabei aber nur in Abhängigkeit von 
Cytochrom  C-Freisetzung  aus  den  Mitochondrien  möglicherweise  mittels  Interaktion  mit 
Apaf-1 und durch Ausbildung eines alternativen „Apoptosoms“ [212].  
Bei  der  molekularen  Untersuchung  der  PKB/Akt-vermittelten  Desensitivierung  von  NCI 
H460 Zellen gegenüber Cis Platin und Mitoxantron zeigte sich, dass PKB/Akt durch breit 
gefächerte Eingriffe in die apoptotischen Hauptsignalwege Chemoresistenz über eine Vielzahl 
von  Mechanismen  vermittelt.  Die  im  Vergleich  zu  Kontrollzellen  deutlich  verlangsamte 
Induktion von Apoptose in CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen nach Zytostatika-
Behandlung korrelierte mit quantitativen Unterschieden in der Aktivierung von Initiator- und 
Effektor-Caspasen.  Während  Kontrollzellen  nach  Behandlung  mit  Cis  Platin  eine  starke 
proteolytische Spaltung der beiden Initiator-Caspasen 8 und 9, der Effektor-Caspasen 3 und 7 
sowie des Caspase-Substrates PARP aufwiesen, zeigten CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen 
nur  eine  wesentlich  schwächere  Aktivierung  der  Schlüssel-Caspasen  8  und  9  sowie  der 
Effektor-Caspase  7  aber  keine  Aktivierung  von  Caspase  3  und  Spaltung  von  PARP.  Ein 
ähnliches  Bild  ergab  sich  bei  Behandlung  der  Zelllinien  mit  Mitoxantron,  wobei  die 
Unterschiede  zwischen  CA-PKB/Akt-exprimierenden  und  kontroll-transfizierten  Zellen  im 
Vergleich zur Behandlung mit Cis Platin geringer ausgeprägt waren und die Initiator-Caspase 
8 in beiden Zelllinien nur sehr schwach aktiviert wurde.  
Die Caspasen 8 und 9 stehen jeweils an der Spitze zweier proteolytischer Caspase-Kaskaden, 
die  durch  Initiation  verschiedener  Effektor-Caspasen  zelluläre  Proteine  spalten  und  so  zu   5. Diskussion 
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DNA-Fragmentierung, Schrumpfung der Zelle und schließlich Zelltod führen [67-69]. Es ist 
daher wahrscheinlich, dass die differenzielle Aktivierung der Effektor-Caspasen 3/7 sowie die 
differenzielle Spaltung des nukleären Proteins PARP, in kontroll-transfizierten versus CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien  aus  der  stärkeren  Aktivierung  der  beiden  Initiator-
Caspasen 8 und 9 resultiert.  
 
&$3.%$NWPRGXOLHUWLQVEHVRQGHUHGHQPLWRFKRQGULDOHQ$SRSWRVH6LJQDOZHJ
Bisherige  Untersuchungen  haben  gezeigt,  dass  PKB/Akt  in  beide  apoptotischen  Haupt-
signalwege eingreifen und dadurch apoptotische Stimuli unterdrücken kann. So ist PKB/Akt 
in  der  Lage,  zum  einen  durch  Phosphorylierung  der  Initiator-Caspase  9  sowie  des  pro-
apoptotischen  Bcl-2-Homologs  Bad  den  mitochondrialen  Signalweg,  zum  anderen  durch 
Phosphorylierung  von  Forkhead  Transkriptionsfaktoren,  die  die  Expression  des  Fas-L 
modulieren,  den  Todesrezeptor-Signalweg  negativ  zu  regulieren  [116].  Die  differenzielle 
Aktivierung der beiden Initiator-Caspasen 8 bzw. 9 in NCI H460 Zelllinien nach Zytostatika-
Behandlung lässt darauf schließen, dass sowohl der Todesrezeptor-vermittelte als auch der 
mitochondriale Signalweg durch Expression von CA-PKB/Akt gehemmt werden. Insbeson-
dere innerhalb des mitochondrialen Signalwegs konnten im Rahmen dieser Promotionsarbeit 
Modifikationen detektiert werden, die für das Auftreten von PKB/Akt-vermittelter Chemo-
resistenz verantwortlich sein könnten. 
Der initiale Schritt der Caspase 9 Aktivierung liegt in der Freisetzung von Cytochrom C aus 
den Mitochondrien ins Zytosol. Zytosolisches Cytochrom C kann nach seiner Freisetzung an 
Apaf-1 binden. Gemeinsam mit Caspase 9 aggregiert dieser Komplex zum „Apoptosom“, 
einem 700kDa Proteinkomplex, innerhalb dessen es zur Aktivierung von Caspase 9 kommt 
[88-90].  Mögliche  regulative  Eingriffe  in  die  Initiation  der  Caspase  9  Aktivierung  stellt 
einerseits eine Veränderung der Expression von Mitgliedern der Bcl-2-Familie oder deren 
Modifikation  beispielsweise  durch  Phosphorylierung  dar  [202].  Zum  anderen  führt  eine 
Inaktivierung von Apaf-1, dessen Expression nach dem Auftreten von DNA-Schäden p53-
abhängig  induziert  wird  [170],  zum  Verlust  der  Caspase  9  Aktivierung  und  somit  zur 
Vermittlung von Chemoresistenz in verschiedenen malignen Melanomen [201]. Weder bei 
der Freisetzung von Cytochrom C aus Mitochondrien noch bei der Induktion der Expression 
von  Apaf-1  zeigten  sich  nach  Behandlung  mit  Mitoxantron  und  Cis  Platin  Unterschiede 
zwischen  kontroll-transfizierten  und  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zelllinien.  Allerdings 
konnte  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zellen  insbesondere  unter 
Niedrigserumbedingungen  eine  verstärkte  Phosphorylierung  von  Pro-Caspase  9  an  Ser
196 
beobachtet  werden.  Diese  bereits  in  der  Literatur  beschriebene  PKB/Akt-vermittelte   5. Diskussion 
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Phosphorylierung von Pro-Caspase 9 verhindert die Spaltung von Pro-Caspase 9 und somit 
die Initiation der proteolytischen Caspase-Kaskade [171]. Da die Behandlung der Zellen mit 
Zytostatika  unter  Niedrigserumbedingungen  durchgeführt  wurde,  scheint  es  möglich,  dass 
Pro-Caspase  9  in  CA-PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  aufgrund  der  verstärkten  Phospho-
rylierung an Ser
196 schwächer aktiviert wurde als in Kontrollzellen.  
Ein  weiteres  anti-apoptotisches  Signal  wurde  bei  der  Analyse  der  Expressionslevel 
verschiedener Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie detektiert: Die Expression von Bcl-xL war 
in CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen gegenüber Kontrollzellen deutlich erhöht. 
Bcl-xL  ist  in  der  Lage,  zytosolisches  Cytochrom  C  zu  binden  und  auf  diese  Weise  das 
Auftreten von Apoptose zu verhindern [86]. So führt zum Beispiel eine Überexpression von 
Bcl-xL in LNCaP- und PC-3-Zellen zu einer Desensitivierung gegenüber der Behandlung mit 
Zytostatika [208].  Darüber  hinaus  konnte  gezeigt  werden,  dass  nach  Stimulation  des  PI3-
Kinase-PKB/Akt-Signalwegs  die  Expression  von  Bcl-xL-mRNA  ansteigt  [207].  Bei  der 
Untersuchung der Freisetzung von Cytochrom C nach Behandlung mit Zytostatika hatten sich 
keine  Unterschiede  zwischen  CA-PKB/Akt-exprimierenden  NCI  H460  Zellen  und 
Kontrollzellen ergeben. Durch die verstärkte Expression von Bcl-xL und dessen Bindung an 
zytosolisches  Cytochrom  C  wäre  es  jedoch  möglich,  dass  im  Zytosol  von  CA-PKB/Akt-
exprimierenden  Zellen  weniger  Cytochrom  C  zur  Bindung  an  Apaf-1  und  somit  zur 
Aktivierung von Pro-Caspase 9 zur Verfügung steht als in Kontrollzellen.  
Der Fas-Rezeptor Signalweg spielt in der Zytostatika-vermittelten Apoptose eine wichtige 
Rolle [173]. Die Exposition von Zellen mit bestimmten Chemotherapeutika führt zum p53-
vermittelten Transport von Fas-R aus dem Golgi-Apparat an die Zelloberfläche, wo diese 
trimerisieren und somit die Bildung des „Death-inducing signaling complex“ (DISC) aus dem 
Adaptermolekül FADD und Pro-Caspase 8 induzieren können [175, 209]. Die Aktivierung 
von Pro-Caspase 8 kann durch die Interaktion von c-FLIP mit dem DISC inhibiert werden 
[74, 75]. Bei der Analyse dieses Signalwegs zeigten sich jedoch keine Unterschiede zwischen 
CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen und Kontrollzellen bezüglich der Expression 
von FADD, c-FLIP und Fas-R sowie dessen Translokation an die Zelloberfläche.  
In der Literatur wird insbesondere eine Beteiligung des PI3-Kinase-PKB/Akt-Signalwegs bei 
der Modulation der Expression des Caspase 8-Inhibitors c-FLIP diskutiert. Durch Inhibition 
dieses Signalweges mittels des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 ließ sich die Expression von 
c-FLIP in verschiedenen Tumorzelllinien sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene senken, 
während  durch  Expression  eines  konstitutiv  aktiven  PKB/Akt-Derivats  die  intrazelluläre  
c-FLIP-Expression gesteigert werden konnte [211]. Eine solche Modulation der Expression   5. Diskussion 
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verschiedener Splice-Varianten  von c-FLIP wurde jedoch in  CA-PKB/Akt-exprimierenden 
NCI H460 Zellen verglichen mit den Kontrollzellen nicht beobachtet.  
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Nach dem Auftreten von DNA-Schäden, die beispielsweise durch Behandlung von Zellen mit 
Zytostatika  hervorgerufen  werden  können,  wird  ein  weiterer  bedeutender  apoptotischer 
Signalweg aktiviert, bei dem das Tumorsuppressorprotein p53 eine Schlüsselfunktion besitzt. 
Die Aktivierung von p53 erfolgt mittels Phosphorylierung an mehreren Serin-Resten durch 
verschiedene Serin-/Threonin-Kinasen wie ATM, ATR, DNA-PK oder Chk2 und führt zur 
Translokation von p53 in den Zellkern. Dort kann phosphoryliertes p53 die Transkription 
verschiedener  Gene  induzieren:  Phosphorylierung  an  Ser
15  reguliert  die  transkriptionelle 
Aktivität von p53 durch Induktion der Expression von MDM2, Phosphorylierung an Ser
15 und 
Ser
20 führt zur Induktion der Expression von p21 und PCNA und somit zu Zellzyklusarrest 
und  DNA-Reparatur,  während  Phosphorylierung  an  Ser
15,  Ser
20  und  Ser
46  u.a.  durch 
transkriptionelle Repression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und die Induktion der pro-
apoptotischen Proteine Bax und AIP das Auftreten von Apoptose und die Initiation einer 
Caspase-Kaskade vermittelt [97-109].  
Sowohl bei Behandlung der Zellen mit Cis Platin als auch mit Mitoxantron ließ sich in CA-
PKB/Akt-exprimierenden  Zellen  verglichen  mit  Kontrollzellen  eine  deutlich  verlangsamte 




46 in beiden Zelllinien zum gleichen Zeitpunkt auftrat. In der Literatur 
konnte bereits gezeigt werden, dass es durch konstitutive Aktivierung der PI3-Kinase bzw. 
von  PKB/Akt  zu  einer  signifikanten  Verschiebung  der  Induktion  von  p53-vermittelter 
Apoptose kommt [182]. Die gleichzeitige Phosphorylierung von p53 in beiden Zelllinien nach 
dem Auftreten von DNA-Schäden vermittelt durch die Behandlung mit Zytostatika deutet 
darauf  hin,  dass  es  keine  Unterschiede  in  der  Aktivierung  der  verschiedenen,  p53-
phosphorylierenden Serin-/Threonin-Kinasen gibt, sondern dass Unterschiede beim Auftreten 
der  p53-vermittelten  Apoptose  in  einem  nachgeschalteten  Mechanismus  begründet  liegen 
müssen.  p53  kann  sowohl  Transkriptions-abhängige  als  auch  Transkriptions-unabhängige 
Apoptose  vermitteln.  Bei  Analyse  der  Transkriptions-abhängigen  Mechanismen  wie  der 
Induktion der Proteine p21 bzw. Bax konnten keine Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-
exprimierenden  und  kontroll-transfizierten  Zellen  beobachtet  werden.  Die  Initiation  von 
Caspasen  zählt  zu  den  Transkriptions-unabhängigen  Mechanismen  der  p53-vermittelten 
Apoptose, wobei der genaue Ablauf der Caspase-Aktivierung noch nicht aufgeklärt ist. Neben 
der Aktivierung von Caspase 9 konnte auch der Aktivierung von Caspase 8 innerhalb eines   5. Diskussion 
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ca. 600kDa-Komplexes eine bedeutende Rolle bei der p53-vermittelten Apoptose zugewiesen 
werden [213]. Somit ist vorstellbar, dass PKB/Akt neben der Modulation des mitochondrialen 
Signalweges  Chemoresistenz  durch  die  verzögerte  Induktion  von  p53  und  einhergehende 
verzögerte Initiation der Caspasen 8 und 9 hervorruft.  
 
5.2.5. Besitzt PKB/Akt eine pro-apoptotische Funktion ? 
Wider  Erwarten  waren  CA-PKB/Akt-exprimierende  NCI  H460-Zellen  im  Vergleich  zu 
Kontrollzellen sensitiver gegenüber der Behandlung mit den apoptotischen Zytokinen TNFa 
und  Fas-L.  Bisherige  Untersuchungen  in  der  Literatur  hatten  hingegen  bei  konstitutiver 
Aktivierung von PKB/Akt eine Desensitivierung gegenüber TNFa- bzw. Fas-L-induzierter 
Apoptose  ergeben.  Eine  wichtige  Rolle  bei  der  Desensitivierung  muriner  Hepatozyten 
gegenüber der Behandlung mit diesen beiden Zytokinen scheint die verstärkte Induktion des 
Transkriptionsfaktors NF-kB durch PKB/Akt zu spielen [185]. Der Einfluss von PKB/Akt auf 
die Aktivierung von NF-kB ist in der Literatur allerdings umstritten [141, 214]. In den hier 
durchgeführten Experimenten mit NCI H460-Zelllinien konnten keine Unterschiede in der 
Induktion  von  NF-kB  zwischen  CA-PKB/Akt-exprimierenden  und  kontroll-transfizierten 
Zellen nach Behandlung mit TNFa beobachtet werden. Unterschiede in NCI H460-Zelllinien 
zeigten  sich  allerdings  bei  Betrachtung  der  Aktivierung  von  Caspase  8,  die  sowohl  nach 
Behandlung mit TNFa als auch mit Fas-L in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich 
stärker war als in Kontrollzellen und die mit dem Auftreten von Apoptose korrelierte. Da sich 
keine  Expressionsunterschiede  der  Adaptermoleküle  TRADD,  FADD  und  RIP  sowie  der 
Caspase  8 Inhibitoren  Flip a  und b zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-
transfizierten Zellen detektieren ließen, wäre es denkbar, dass möglicherweise Modifikationen 
dieser oder weiterer Proteine des Caspase 8-Signalwegs für die verstärkte Aktivierung von 
Caspase  8  verantwortlich  sind.  Auch  ein  verändertes  Phosphorylierungsmuster  des  Hitze-
schockproteins  27  (Hsp27),  das  bei  der  Verhinderung  von  DAXX-  und  Ask1-vermittelter 
Apoptose  eine  wichtige  Rolle  spielt,  könnte  die  PKB/Akt-vermittelte  Sensitivierung 
gegenüber Fas-L- und TNFa-Behandlung hervorrufen [186, 216]. 
Auch bei Analyse der Gesamtexpression des Fas- bzw. des TNFa-Rezeptors konnten keine 
Unterschiede  zwischen  CA-PKB/Akt-exprimierenden  und  kontroll-transfizierten  Zellen 
detektiert werden. Es wäre allerdings denkbar, dass die Zytokin-Rezeptoren in CA-PKB/Akt-
exprimierenden  Zellen  in  größerem  Maße  in  der  Zellmembran  lokalisiert  sind  oder  dort 
einfacher  trimerisieren  können,  was  eine  Sensitivierung  gegenüber  den  apoptotischen 
Zytokinen Fas-L und TNFa erklären könnte. So wurde in der Literatur beispielsweise eine   5. Diskussion 
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verstärkte  Expression  der  Zytokin-Rezeptoren  TRAIL-R1/2,  vermittelt  durch  die  c-Rel 
Untereinheit des NK-kB Transkriptionsfaktors, beobachtet, was das Auftreten von Apoptose 
nach TRAIL-Behandlung erleichterte [215]. Aussagen über eventuelle Unterschiede in der 
Oberflächenexpression  oder  der  Trimerisierung  der  Rezeptoren  ließen  sich  mit  Hilfe  von 
zusätzlichen FACS- bzw. FRET-Experimenten treffen. Die in der Western Blot Analyse unter 
Kulturmedium-Bedingungen  detektierbare  zweite  Bande  bei  Analyse  der  Expression  des 
TNFa-Rezeptors böte einen weiteren möglichen Ansatzpunkt für zusätzliche Untersuchungen 
der Sensitivierung von CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen gegenüber Fas-L bzw. 
TNFa-Behandlung. Möglicherweise handelt es sich dabei um Modifikationen des TNF-R1 
oder um die Expression einer zusätzlichen Splice-Variante des TNF-R1. 
Eine Sensitivierung CA-PKB/Akt-exprimierender Zellen gegenüber der Behandlung mit Fas-
Ligand und TNFa ließ sich außer in NCI H460-Zellen in keiner anderen Zelllinie zeigen. 
Während  MCF10A-  und  SK-OV-3-Zelllinien  keine  Sensitivität  gegenüber  den  beiden 
apoptotischen  Zytokinen  aufwiesen,  möglicherweise  weil  sie  kein  intaktes  p53-Protein 
exprimieren  [99],  war  die  klonale  Varianz  in  A-549-Zellen  zu  groß,  um  eine  definitive 
Aussage über die Modifikation der Sensitivität gegenüber diesen apoptotischen Stimuli durch 
die  Expression  von  CA-PKB/Akt  zu  treffen.  Interessant  wäre  daher  zum  einen  die 
Untersuchung  weiterer  Wildtyp  p53-exprimierender  Zelllinien  nach  Expression  von  CA-
PKB/Akt  sowie  zum  anderen  die  Behandlung  von  NCI  H460  Zelllinien  mit  weiteren 
Zytokinen  wie  beispielsweise  TRAIL,  ehe  PKB/Akt  neben  seiner  Bedeutung  bei  der 
Vermittlung  anti-apoptotischer  Signale  auch  eine  pro-apoptotische  Funktion  zugesprochen 
werden kann.  
 
5.2.6. PKB/Akt als potentielle Zielstruktur für anti-tumorale Strategien 
PKB/Akt  wird  in  der  Literatur  als  zentraler  Mediator  von  zellulären  Überlebenssignalen 
beschrieben, dessen Isozyme in einer Vielzahl verschiedener humaner Tumore wie beispiels-
weise Gliome, Magen-, Prostata-, Brust-, Ovarial- oder Pankreaskarzinome in amplifizierter 
und/oder  konstitutiv  aktivierter  Form  vorliegt  [109-115].  Manche  dieser  Tumore 
(insbesondere Gliome und Pankreastumore) sind als intrinsisch chemoresistent beschrieben 
und es bestehen keine effektiven Chemotherapie-Optionen. Im Rahmen dieser Promotions-
arbeit konnte eine direkte Beteiligung von PKB/Akt bei der Vermittlung von Chemoresistenz 
LQYLWUR und LQYLYR nachgewiesen werden. Somit stellt PKB/Akt eine interessante Zielstruktur 
für therapeutische Eingriffe  dar,  die  zum einen auf eine verstärkte  Unterdrückung  tumor-
zellulärer  Überlebenssignale  und  zum  anderen  auf  eine  Resensitivierung  von  Tumoren   5. Diskussion 
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gegenüber  der  Behandlung  mit  klinisch  eingesetzten  Standard-Chemotherapeutika  abzielt. 
Die Inhibition der zellulären Kinaseaktivität von PKB/Akt könnte sich also positiv auf die 
Behandelbarkeit verschiedener Tumore auswirken. Andererseits ist PKB/Akt ein ubiquitär 
exprimiertes Protein, das an der Regulation verschiedener zellulärer Funktionen - u.a. auch 
der Glucose-Homöostase - beteiligt ist. Ein potentieller Inhibitor von PKB/Akt könnte somit 
LQYLYR eine Reihe von Nebenwirkungen besitzen. Zwei kürzlich in der Literatur beschriebene 
knock-out Mausmodelle lieferten Einblicke in das Nebenwirkungsspektrum bei Verlust der 
PKB/Akt  Funktion.  Insbesondere  PKB/Akt2(-/-)  knock-out  Mäuse  wiesen  dabei  eine 
Beeinflussung des Glucosestoffwechsels (Hyperglykämie), Insulin-Resistenz und ein mildes, 
Diabetis mellitus-ähnliches Syndrom auf, während PKB/Akt1(-/-) knock-out Mäuse organi-
sche Wachstumsstörungen und ansonsten einen relativ milden Phänotyp zeigten [205, 206]. 
Auffällig war, dass die metabolischen Abnormitäten, die durch das Fehlen von PKB/Akt2 
hervorgerufen wurden, durch PKB/Akt1 und 3 nicht kompensiert werden konnten. PKB/Akt2 
scheint somit einen deutlich größeren Einfluss auf den Glucosestoffwechsel zu besitzen als 
die beiden anderen Isoformen. Der relativ milde Phänotyp in PKB/Akt1 knock-out Mäusen ist 
möglicherweise darauf zurückzuführen, dass PKB/Akt2 und 3 teilweise zelluläre Aufgaben 
von PKB/Akt1 übernehmen können. Ein selektiver Hemmstoff von PKB/Akt1 wäre daher für 
die Tumortherapie geeignet, da insbesondere der Glucosestoffwechsel nur in geringem Maße 
beeinflusst würde. Aufgrund der großen Homologie der Kinasedomänen von PKB/Akt1, 2 
bzw. 3 und der in der Regel ATP-kompetitiven Eigenschaften von Kinaseinhibitoren ist eine 
solche Selektivität wohl nur schwer zu erreichen.  
Die selektive Inhibition der Kinaseaktivität von PKB/Akt stellt trotz seiner zu erwartenden 
Nebenwirkungen einen interessanten Ansatz für neuartige therapeutische Strategien dar, da es 
sich  bei  einem  behandelbaren,  transienten  diabetischen  Phänotyp  sicherlich  um  ein 
abwägbares Risiko handelt. Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit nachgewiesene direkte 
Korrelation  zwischen  konstitutiver  PKB/Akt-Aktivierung  und  dem  Auftreten  von  Chemo-
resistenz LQYLYR bildet die Grundlage für die Entwicklung neuartiger Therapieansätze. Dabei 
können Tumorzellen, die Chemoresistenz aufgrund einer hohen intrinsischen Aktivität von 
PKB/Akt  aufweisen,  durch  Applikation  eines  PKB/Akt-Inhibitors  gegenüber  Standard-
Chemotherapeutika resensitiviert und auf diese Weise eine Vielzahl von chemoresistenten 
Tumoren  einer  Therapie  zugänglich  gemacht  werden.  Aufgrund  der  Attraktivität  des 
Zielmoleküls PKB/Akt ist zu erwarten, dass in Kürze selektive Kinaseinhibitoren entwickelt 
und klinischer Prüfung unterzogen  sein werden. Die Ergebnisse dieser klinischen  Studien 
werden letztendlich Aufschluss über die Tragweite dieses therapeutischen Konzepts geben. 
   6. Zusammenfassung 
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Der erste Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Etablierung und Validierung eines LQYLWUR 
Testsystems  zur  Auffindung  von  Substanzen,  die  selektiv  die  Interaktion  der  mitogenen 
Signalmoleküle  Ras  und  Raf  inhibieren  können.  Die  Deregulation  der  Ras-Signalkaskade 
spielt in einer Vielzahl maligner Transformationen eine bedeutende Rolle. Daher besteht in 
der pharmazeutischen Forschung großes Interesse an der Auffindung von Inhibitoren, die in 
der  Lage  sind,  solche  proliferativen  Signale  zu  unterbinden  und  möglicherweise  Ras-
vermittelte Malignität einzudämmen.  
Das  im  Rahmen  dieser  Promotionsarbeit  entwickelte  Testsystem  zur  Detektion  von 
Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion basiert auf der intracistronischen b-Galaktosidase 
Komplementation. Hierbei werden zwei sich nicht komplementierende Deletionsmutanten der 
b-Galaktosidase,  deren  Affinität  zueinander  sehr  niedrig  ist,  mit  interagierenden  Protein-
paaren fusioniert, wodurch es zur Ausbildung eines aktiven Enzymkomplexes kommen kann, 
dessen Aktivität sich über die Umwandlung eines fluorogenen Substrats nachweisen lässt. Bei 
Expression  der  interagierenden  Fusionsproteine  im  ( FROL  Stamm  ER2507  zeigte  sich  in 
intakten  Zellen  eine  spezifische  Komplementation  der  Interaktionspartner.  Eine  LQ YLWUR 
Komplementation  der  Fusionsproteine  konnte  trotz  nativer  Aufreinigung  nicht  beobachtet 
werden, da die Proteine im zellfreien System unter den gegebenen Versuchsbedingungen nur 
sehr schwach miteinander interagierten. Das zelluläre Testsystem ließe sich in dieser Form für 
die  Wirkstoffsuche  nach  Inhibitoren  der  Ras-Raf-Proteininteraktion  einsetzen.  Die  Evalu-
ierung und Validierung muss aber für jedes interagierende Proteinpaar gesondert erfolgen. 
Der  zweite  Teil  dieser  Promotionsarbeit  umfasste  die  Entwicklung  und  Charakterisierung 
zellulärer  Systeme  zur  Validierung  von  PKB/Akt  als  Zielstruktur  für  die  Entwicklung 
neuartiger anti-tumoraler Strategien. PKB/Akt wird in der Literatur als zentraler Mediator von 
zellulären  Überlebenssignalen  beschrieben.  Zudem  weisen  verschiedene  Tumore  eine 
konstitutive Aktivierung und/oder eine Überexpression von  PKB/Akt  auf,  was  möglicher-
weise mit dem Auftreten von Chemoresistenz korreliert.  
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte durch die Etablierung eines geeigneten zellulären 
Modells  die  Bedeutung  von  PKB/Akt  bei  der  Verhinderung  des  Auftretens  von  Anoikis 
herausgestellt werden. Darüber hinaus  gelang es erstmals, einen kausalen  Zusammenhang 
zwischen konstitutiver Aktivierung von PKB/Akt und der Vermittlung von Chemoresistenz LQ
YLWUR  als  auch  LQ YLYR  darzulegen.  Bei  der  molekularen  Untersuchung  der  PKB/Akt-
vermittelten Desensitivierung von Lungenkarzinomzellen gegenüber Zytostatika zeigte sich,   6. Zusammenfassung 
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dass PKB/Akt Chemoresistenz durch breit gefächerte Eingriffe in die apoptotischen Haupt-
signalwege über eine Vielzahl von Mechanismen wie beispielsweise die verstärkte Phospho-
rylierung  der  Initiator-Caspase  9,  die  erhöhte  Expression  des  anti-apoptotischen  Proteins  
Bcl-xL oder die verlangsamte Induktion von p53 vermittelt.  
Die  selektive  Inhibition  der  Kinaseaktivität  von  PKB/Akt  stellt  somit  einen  interessanten 
Ansatz  für  neuartige  therapeutische  Strategien  dar,  die  darauf  abzielen,  Tumorzellen,  die 
Chemoresistenz aufgrund einer hohen intrinsischen Aktivität von PKB/Akt aufweisen, durch 
Applikation  eines  PKB/Akt-Inhibitors  gegenüber  Standard-Chemotherapeutika  zu  resensi-
tivieren und auf diese Weise eine Vielzahl von chemoresistenten Tumoren einer Therapie 
zugänglich zu machen. 
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